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Zunajtelesna fototerapija je celična imunoterapija, ki na imunski sistem deluje tako 
zaviralno kot spodbujevalno, kar omogoča njeno uporabo pri zdravljenju bolezni presadka 
proti gostitelju in kožnega T-celičnega limfoma. Postopek ECP se izvede v treh stopnjah: 
odvzem mononuklearnih celic z aferezo, obdelava zbranih celic z 8-metoksipsoralenom in 
UVA svetlobo, ki sproži apoptozo celic ter ponovno injiciranje obdelanih celic v pacientov 
krvni obtok. Tako obdelane celice v postopku zunajtelesne fototerapije predstavljajo 
zdravilo, natančneje napredno celično zdravilo. Med pripravo celičnega zdravila oz. 
celičnega produkta se ustvarijo imunozaviralne in imunospodbujevalne oz. vnetne celične 
komponente. Slednje predstavljajo med postopkom zunajtelesne fototerapije aktivirani 
monociti, ki v telesu kot zrele dendritične celice inducirajo nastanek efektorskih imunskih 
odzivov. Naš namen je bil razviti standardiziran protokol za in vitro tretiranje celic s 
spojinami, ki inhibirajo aktivacijo monocitov, in s tem narediti prvi korak k optimizaciji 
zunajtelesne fototerapije za zdravljenje bolezni presadka proti gostitelju.  
Vrednotili smo učinek deksametazona na diferenciacijo in zorenje monocitov v 
kulturi MNC, izoliranih iz krvi prostovoljnih zdravih krvodajalcev. Mononuklearne celice 
smo z 28 do 558 µg/ml deksametazona tretirali 24 oz. 48 ur. Nato smo jih 24 ur aktivirali z 
različnimi stimulansi: LPS (1 µl/ml), LPS (1 µl/ml) + IFNγ (0,5 µl/ml), mCD40L (2 
µl/ml), mCD40L (2 µl/ml) + IFNγ (0,5 µl/ml) in R848 (1 µl/ml). Kot ustrezna stimulansa 
za uporabo v našem eksperimentalnem modelu sta se izkazala le LPS+IFNγ in R848, saj z 
ostalimi nismo pridobili ustrezne pozitivne kontrole. Celice, tretirane z deksametazonom, 
so izražale nižjo raven ko-stimulacijskih molekul CD40, CD80, CD83 in CD86 kot 
netretirane celice. Do upada izražanja ko-stimulacijskih molekul na tretiranih monocitih v 
primerjavi z netretiranimi monociti je prišlo tudi po aktivaciji z LPS+IFNγ. Učinka 
deksametazona na izražanje inhibitornih molekul ILT-3, ILT-4 in PD-L1 zaradi slabe 
ponovljivosti nismo uspeli ugotoviti. Po aktivaciji z LPS+IFNγ ali R848 se je zmanjšala 
kapaciteta izločanja vnetnih citokinov IL-8, IL-1β, IL-6, TNFα, IL-12p70 in protivnetnega 
citokina IL-10 iz monocitov tretiranih z deksametazonom.  
Rezultati naših poskusov torej kažejo, da dekametazon delno inhibira diferenciacijo 
in zorenje monocitov. 
Ključne besede: deksametazon, monociti, ko-stimulacijske molekule, zunajtelesna 





Extracorporeal phototherapy is a cell immunotherapy that has inhibitory and 
stimulatory effects which enables its use in the treatment of graft versus host disease as 
well as cutaneous T-cell lymphoma. The process is performed in three stages: 
leukapheresis, photoactivation of collected cells with 8‐methoxypsoralen (8‐MOP)/UVA 
which later triggers apoptosis of cells and re‐infusion of treated cells into the patients' 
bloodstream. The cells thus treated therefore constitute a medicinal product or, more 
precisely advanced therapy medicinal product. During the preparation of the cell product 
imunosupresive and imunostimulatory cell components are generated. Monocytes activated 
during the extracorporeal phototherapy induce efector immune responses in the patient’s 
organism and therefore represent the immunostimulatory component of the cell product. 
Our purpose was to develop a standardized protocol for the in vitro treatment of cells with 
compounds that inhibit monocyte activation and thereby to make the first step towards the 
optimization of the extracorporeal phototherapy for treatment of graft versus host disease. 
We studied the effect of dexamethason on differentiation and maturation of human 
monocytes in a culture of mononuclear cells isolated from the blood of healty blood 
donors. We treated mononuclear cells with 28 to 558 µg/ml dexamethason for 24 or 48 
hours. Then we activated them with stimulants: LPS (1 µl/ml) + IFNγ (0,5 µl/ml), 
mCD40L (2 µl/ml), mCD40L (2 µl/ml) + IFNγ (0,5 µl/ml) and R848 (1 µl/ml). Only 
LPS+IFNγ and R848 proved to be appropriate stimulants for use in our experimental 
model, as with the rest we haven't acquired the relevant positive control. Cells treated with 
dexamethason expressed lower levels of co-stimulatory molecules CD40, CD80, CD83 and 
CD86 as untreated cells. Treated cells expressed lower levels of co-stimulatory molecules 
than untreated cells even after exposure to LPS+IFNγ. We were unable to evaluate the 
effect of dexamethason on the expression of inhibitory molecules ILT-3, ILT-4 and PD-L1 
due to the lack of repeatability. Dex decreased the capacity of treated monocytes for 
excretion of inflammatory cytokines (IL-8, IL-1β, IL-6, TNFα, IL-12p70) as well as anti-
inflammatory cytokine IL-10 after activation with LPS+IFNy or R848.  
In conclusion, our data suggest that dexamethason partially inhibits differentiation 
and maturation of monocytes. 
Keywords: dexamethason, monocytes, co-stimulatory molecules, extracorporeal 





7-AAD – 7-aminoaktinomicin D 
8-MOP – 8-metoksipsoralen 
APC – antigene-predstavljajoče celice; angl. antigen-presenting cells 
BD CBA – angl. Becton Dickinson Cytometric Bead Array 
CD – označevalec pripadnosti; angl. cluster of differentiation  
CD40L – ligand receptorja CD40 
CTCL – kožni T-celični limfom; angl. cutaneous T-cell lymphoma 
CTLA-4 – s citotoksičnimi limfociti povezan antigen 4; angl. cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4 
DAMP – s poškodbo povezani molekulski vzorci; damage-associated molecular patterns  
DC – dendritične celice 
Dex – deksametazon  
Dex/D3-Mo – z deksametazonom in 1,25(OH)2D3 tretirani monociti 
Dex-Mo – z deksametazonom tretirani monociti  
DNFB –dinitrofluorobenzen oz. 1-fluoro-2,4-dinitrobenzen 
DNK/DNA – deoksiribonukleinska kislina; angl. deoxyribonucleic acid 
DPBS – s fosfatnim pufrom dopolnjena raztopina natrijevega klorida; angl. Dulbescco's 
phosphate-buffered saline 
ECP – zunajtelesna fototerapija; angl. extracorporeal photopheresis 
FBS – fetalni goveji serum; angl. fetal bovine serum 
FDA – (U.S.) Food and Drug Administration 
FITC – fluorescein izotiocianat; angl. fluorescein isothiocyanate 
FMO –  angl. fluorescence minus one control 
GM-CSF – granulocitno-makrofagne kolonije stimulirajoči dejavnik; angl. granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor 
GvHD – bolezen presadka proti gostitelju; graft versus host disease  
HLA-G – humani levkocitni antigen G; angl. human leukocyte antigen G 
IFN – interferon 
IL – interlevkin 
ILT – imunoglobulinom podobna molekula; immunoglobulin-like transcript  




LPS+IFNγ-Dex-Mo – monociti, tretirani z deksametazonom in aktivirani z LPS+IFNγ 
MoDC – iz monocitov diferencirane dendritične celice; angl. monocyte derived dendritic 
cell 
MFI – povprečna vrednost intenzitete fluorescence; angl. mean fluorescence intensity 
MHC – poglavitni histokompatibilni komples; angl. major histocompatibility complex 
MLR – mešana limfocitna reakcija; mixed lymphocyte reaction  
MNC – mononuklearne celice 
PAMP – s patogeni povezani molekulski vzorci; angl. pathogen-associated microbial 
patterns 
PD-L – ligand programirane smrti; angl. programmed death-ligand 
PE – fikoeritrin; phycoerythrin 
PRR – receptor, ki prepoznava vzorce; angl. pattern recognition receptor 
PUVA – fotokemoterapija  
R848 – rezikvimod  
TCR – T-celični receptor; angl. T-cell receptor 
TNF – tumorje nekrotizirajoči dejavnik; angl. tumor necrosis factor 
tolDC – tolerogene dendritične celice 
TLR –  Tollu podoben receptor; angl. Toll-like receptor 





1.1 Ozadje in zgodovina postopka zunajtelesne fototerapije 
Zunajtelesna fototerapija (ECP – extracorporeal photopheresis) je oblika 
naprednega zdravljenja, natančneje celična imunoterapija, ki se uporablja za zdravljenje 
nekaterih bolezni z motnjo v delovanju imunskega sistema, kot so kožni T-celični limfom 
(CTCL – cutaneous T-cell lymphoma), bolezen presadka proti gostitelju (GvHD – graft 
versus host disease), zavrnitev po alogenski presaditvi organov in avtoimunske bolezni. 
Celična imunoterapija je zdravljenje z vnosom živih celic v bolnika z namenom 
spreminjanja odziva imunskega sistema. V primeru ojačanja imunskega odziva jo 
imenujemo spodbujevalna imunoterapija, v primeru zaviranja imunskega odziva pa 
zaviralna imunoterapija. Zunajtelesna fototerapija je oboje – pri zdravljenju CTCL na 
imunski sistem deluje spodbujevalno, pri zdravljenju GvHD, avtoimunskih bolezni in pri 
zavrnitvi presajenih organov pa deluje zaviralno.  
Pri postopku zunajtelesne fototerapije pacientu z aferezo odvzamejo levkocite iz 
periferne venske krvi, ki jih nato obdelajo s kemoterapevtikom 8-metoksipsoralenom (8-
MOP). Sledita fotoaktivacija 8-MOP z izpostavitvijo UVA svetlobi, ki kasneje povzroči 
apoptozo levkocitov, in ponovno injiciranje levkocitov v krvni obtok.  
8-MOP spada v skupino spojin, imenovanih psoraleni. Psoraleni so furanokumarini, 
ki jih rastline iz rodu Psoralea proizvajajo za obrambo pred škodljivci. Strupeni postanejo 
šele pod vplivom svetlobe primerne valovne dolžine, sicer pa so biološko inertni. Molekule 
8-MOP so majhne, zato hitro vstopajo v celice in njihova jedra. Z ultravijoličnimi žarki 
aktivirani psoraleni tvorijo kovalentne vezi s pirimidinskimi bazami v DNA, zaradi česar 
se verige DNA prekinejo in navzkrižno povežejo. To onemogoči proliferacijo celic in 
povzroči apoptozo zlasti hitro delečih se celic, kot so limfociti [1]. Monociti so, sodeč po 
opravljenih raziskavah, do določene mere odporni na apoptotične učinke ECP [2].  
Psoraleni so za uporabo v postopku ECP primerni iz več razlogov: povzročijo 
blago, postopno apoptozo levkocitov, imajo visoko kemoterapevtsko jakost, zaradi potrebe 
po fotoaktivaciji so v odsotnosti svetlobe popolnoma varni, njihova kratka razpolovna doba 
pa omogoča popolnoma usmerjeno obliko (kemo)terapije [3]. 
V postopku ECP 8-MOP aktiviramo z UVA svetlobo (320-400 nm) z energijo 2 
J/cm2, saj je ta sposobna prehajati steklo in določene tipe plastike. Poleg tega ima nizko 
energijo in zato bioloških molekul ne poškoduje v takšnem obsegu kot UVB svetloba. 
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Večina centrov, kjer izvajajo ECP, uporablja avtomatiziran oz. zaprt sistem, v katerem je 
suspenzija izoliranih levkocitov obsevana z UVA svetlobo, medtem ko teče med dvema 
tankima steklenima ploščama (one step system; on line). Nekateri centri so razvili 
alternativno metodo, pri kateri levkafereza in fotoaktivacija potekata ločeno (two step 
system; off line). Takšen sistem od leta 2012 uporabljajo tudi na Zavodu RS za 
transfuzijsko medicino.  
Psoralene so v topikalni obliki za zdravljenje vitiliga uporabljali že Egipčani pred 
5000 leti [4]. V 12. stoletju so jih za zdravljenje levkoderme uporabljali Indijanci [5]. Prvo 
sistemsko uporabo psoralena je leta 1979 prinesel razvoj terapije PUVA, ki se uporablja za 
zdravljenje psoriaze, vitiliga in drugih kožnih bolezni, med drugim tudi oblik CTCL, ki so 
omejene na kožo [6–8]. Iz terapije PUVA se je razvila zunajtelesna fototerapija. ECP je 
bila v začetku kratica za »ekstrakorporalno fotokemoterapijo«, kasneje pa je izraz 
»fotokemoterapija« zamenjal izraz »fotofereza oz. fototerapija« [9]. Pri obeh terapijah, 
PUVA in ECP, je potrebno psoralen fotoaktivirati. Glavna razlika je, da pri terapiji PUVA 
peroralno zaužit psoralen aktiviramo z neposredno izpostavitvijo obolele kože umetni 
UVA svetlobi. Izpostavitev kože UVA svetlobi povzroča fotosenzitivnost in poveča 
tveganje za razvoj kožnega raka. PUVA je, kakor že omenjeno, omejena le na zdravljenje 
obolelih delov kože. Z razvojem ECP se je torej uporaba psoralena razširila na zdravljenje 
bolezni, posredovanih z levkociti.  
Sprva se je 8-MOP tudi pri ECP apliciral peroralno, leta 1992 pa so razvili nov 
način aplikacije: topno obliko 8-MOP dodajo direktno zbranim belim krvnim celicam takoj 
po levkaferezi [6]. Celokupni odmerek psoralena, ki ga pacient prejme pri tem postopku, je 
0,25% peroralno zaužitega odmerka. Peroralna aplikacija ima v primerjavi z zunajtelesno 
aplikacijo več slabosti: povzroča neželene učinke, kot npr. slabost in bruhanje; zaradi višjih 
apliciranih odmerkov predstavlja večje tveganje za fotosenzitivnost; koncentracije 
psoralena v krvi se pri posameznih terapijah zaradi spremenljive absorpcije lahko med 
seboj razlikujejo.  
V 90. letih prejšnjega stoletja so raziskovalci na univerzi Columbia odkrivali nove 
terapije za zdravljenje CTCL. CTCL je heterogena skupina klonskih malignih 
limfoproliferativnih bolezni zrelih CD4+ limfocitov T, za katere je značilno, da se maligne 
celice nahajajo predvsem v koži (tudi v vranici, bezgavkah in drugih organih). Postopek, ki 
ga danes poznamo pod imenom zunajtelesna fototerapija, je bil sprva mišljen le kot 
priprava na zdravljenje CTCL s fototoksičnim pirenom: s predhodnim zmanjšanjem števila 
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rakavih celic bi zmanjšali breme pacientov in izboljšali verjetnost dolgoročnega učinka 
terapije s pirenom. Ob preizkušanju varnosti metode pa so naleteli na povsem 
nepričakovane rezultate. Po šestih do desetih terapijah so pri štirih od petih pacientov 
opazili izboljšanje, pri dveh pacientih s hudo obliko CTCL pa je po treh mesecih terapije 
prišlo do popolne remisije. Leta 1982 so organizirali multicentrično študijo (1982–1986), v 
katero je bilo vključenih 37 pacientov s CTCL. Kljub majhnemu vzorcu pacientov in 
odsotnosti kontrolne skupine so bili rezultati obetavni: od 37 pacientov se jih je na terapijo 
odzvalo 27 [10]. Sistemski neželeni učinki so bili minimalni in v nobenem primeru niso 
povzročili prekinitve zdravljenja. Približno 10 % pacientov je imelo po reinfuziji obdelanih 
celic vročino, ki pa je po enem dnevu izginila. Drugih problemov, povezanih z levkaferezo 
(povečana dovzetnost za okužbe) ali s standardno kemoterapijo (zaviranje kostnega mozga, 
izguba las, krvavitve iz prebavnega trakta, huda slabost), pacienti niso izkusili [3]. Tri leta 
kasneje, leta 1988, je uporabo zunajtelesne fototerapije za paliativno zdravljenje CTCL 
prva odobrila FDA (angl. Food and Drug Administration), čemur so sledile številne druge 
države po svetu. ECP je tako postala prva selektivna imunoterapija za zdravljenje raka, 
odobrena s strani FDA [4]. 
Za tem so ECP začeli uporabljati tudi pri zdravljenju drugih T-celično posredovanih 
bolezni. Ugotovili so, da je ECP učinkovita pri zdravljenju zavrnitve po presaditvi srca 
[11] in dokazali njeno učinkovitost pri preprečevanju zavrnitve po presaditvi srca [12]. 
Poročali so tudi o uspehih ECP pri zdravljenju zavrnitev po alogenskih presaditvah drugih 
solidnih organov – pljuč in ledvic ter pri zdravljenju avtoimunskih bolezni (revmatoidni 
artritis, sistemska skleroza, sistemski lupus eritematosus, psoriatični artritis, atopijski 
dermatitis, Cronova bolezen) [8]. Od leta 1996, ko je bila objavljena prva raziskava serije 
primerov zdravljenja kronične GvHD [13], se kot terapija drugega izbora uporablja za 
zdravljenje GvHD [14]. 
GvHD je resen in pogost zaplet po presaditvi alogenskih krvotvornih matičnih celic. 
Darovalčevi oz. alogenski CD4+ in CD8+ limfociti T prepoznajo celice oz. tkivne antigene 
prejemnika kot tuje in izzovejo imunsko reakcijo, zaradi česar pride do poškodb organov, 
predvsem kože, jeter in gastrointestinalnega trakta, ki lahko vodijo v odpoved organov in 
smrt [15]. GvHD se lahko pojavi v akutni ali kronični obliki. V obeh primerih so zdravila 
prvega izbora klasični imunosupresivi. Slabosti teh so pogosti in resni neželeni učinki, ki 
so v veliki meri posledica sistemske imunosupresije ter neučinkovitost pri relativno 
visokem deležu pacientov. ECP je terapija drugega izbora za zdravljenje na 
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glukokortikoide odporne GvHD, od glukokortikoidov odvisne GvHD in vseh pacientov z 
GvHD, ki glukokortikoidov ne prenašajo [16,17].  
1.2 Uporaba zunajtelesne fototerapije danes 
ECP se že več kot 35 let uporablja za zdravljenje CTCL in več kot 20 let za 
zdravljenje akutne in kronične GvHD ter za zdravljenje zavrnitve presajenih organov [18]. 
V metaanalizi 19 študij, v katere so bili vključeni pacienti z vsemi stadiji CTCL, je 
bil celokupni odziv na zdravljenje več kot 55 %. Od tega je pri približno 15 % pacientov 
prišlo do popolnega odgovora [19]. Britanske smernice ECP predlagajo kot terapijo prvega 
izbora le za zdravljenje tretjega stadija CTCL [19]. Tudi pri drugih indikacijah se ECP 
danes uporablja kot terapija drugega oz. tretjega izbora: zdravljenje avtoimunskih bolezni, 
zavrnitvenih reakcij po alogenskih presaditvah solidnih organov in GvHD. Pri teh stanjih 
uporaba ECP zmanjša ali celo povsem odpravi potrebo po sistemskih glukokortikoidih in 
drugih imunosupresivih [20]. Sicer sta glavni prednosti zunajtelesne fototerapije varnost in 
ugoden profil neželenih učinkov, ki je med drugim posledica indukcije selektivnega 
imunskega odziva [21,22]. Pri zdravljenju CTCL ima ECP kot imunoterapija še eno 
pomembno prednost pred drugimi oblikami imunoterapije: apoptotični maligni limfociti T 
predstavljajo popolno zbirko tumorskih antigenov, ki jih ni potrebno posebej identificirati. 
Da bi ECP dobila pomembnejše mesto v zdravljenju teh bolezni, so potrebne 
randomizirane študije, ki bi ECP primerjale z drugimi standardnimi terapijami. 
1.3 Mehanizem delovanja zunajtelesne fototerapije 
Kljub široki uporabi ECP v klinični praksi ostajajo mehanizmi delovanja zaenkrat 
še nerazjasnjeni. ECP je učinkovita tako pri zdravljenju GvHD, kot tudi pri zavrnitvi po 
presaditvi solidnih organov in pri zdravljenju avtoimunskih bolezni, kot je CTCL, kar 
pomeni, da je sposobna izzvati dva povsem nasprotna imunska odgovora. Pri zdravljenju 
raka ECP stimulira efektorske imunske mehanizme proti malignim celicam, pri zdravljenju 
GvHD pa zavre prekomeren oz. patološki imunski odziv.  
Obstaja mnogo dokazov, ki podpirajo obstoj dveh ključnih procesov med ECP – to 
sta apoptoza limfocitov T [1,23] [24] in diferenciacija monocitov v dendritične celice (DC) 
[25].  
Apoptozo limfocitov – med drugim tudi malignih limfocitov T pri pacientih s 
CTCL – povzročimo s tretiranjem odvzetih mononuklearnih celic (MNC) s fotoaktiviranim 
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8-MOP [26]. Vendar pa sámo uničenje hitro delečih se limfomskih celic oz. patogenih 
alogenskih limfocitov T ni razlog za učinkovitost ECP. Z eno terapijo namreč zajamemo le 
5–15 % MNC v krvi [8,27]. Poleg tega se pri CTCL večina malignih celic nahaja v koži, 
torej je zdravljenju izpostavljen še manjši delež. Kljub temu se pri pacientih s CTCL 
število malignih celic med ECP bistveno zmanjša, kar kaže na sposobnost ECP, da proti 
tumorju sproži sistemski imunski odgovor [8]. Tako pri zdravljenju CTCL kot tudi GvHD 
je torej učinek zunajtelesne fototerapije posledica zapletenih imunomodulatornih procesov. 
Na kratko, predpostavljen mehanizem delovanja ECP pri GvHD vključuje apoptozo 
levkocitov, fagocitozo apoptotičnih limfocitov s strani antigene-predstavljajočih celic 
(APC), spremembo fenotipa APC in izločanja citokinov v korist protivnetnim citokinom 
ter nastanek antigensko specifičnih imunozaviralnih regulatornih limfocitov T. 
Ključno vlogo v imunski modulaciji imajo specializirane APC, ki lahko celični 
imunski odziv aktivirajo ali utišajo oz. inducirajo toleranco. Vse celice v telesu imajo 
določeno sposobnost predstavitve antigenov. Specializirane APC, to so DC, makrofagi in 
limfociti B pa se od ostalih razlikujejo po tem, da poleg znotrajceličnih antigenov lahko 
predstavijo tudi zunajcelične. Najučinkovitejše izmed specializiranih APC so DC, saj so 
poleg spominskih limfocitov T edine sposobne aktivirati tudi naivne limfocite T. Za 
aktivacijo in proliferacijo naivnih efektorskih limfocitov T so namreč potrebni trije signali: 
prvi je stik poglavitnega histokompatibilnega komplesa (MHC; major histocompatibility 
complex) z antigenom in T-celičnim receptorjem (TCR; T-cell receptor), drugi je 
interakcija med ko-stimulacijsko molekulo na DC in pripadajočim receptorjem na 
limfocitu T [28,29], tretji signal pa posredujejo citokini, ki jih izločajo APC. 
DC poenostavljeno obstajajo v treh aktivacijskih stanjih – nezrele, zrele in 
tolerogene DC (tolDC), ki se med seboj razlikujejo v morfoloških značilnostih, fenotipu in 
funkcijskih lastnostih [30]. Od njihovega stanja je odvisno, ali bodo imunski odziv utišale 
ali spodbudile. V fizioloških pogojih se DC, kot intersticijske nezrele APC, nahajajo v 
skoraj vseh perifernih tkivih. Nezrele DC imajo nizko izražanje ko-stimulacijskih molekul 
in ne izločajo citokinov. Njihova glavna naloga je prepoznavanje in fagocitiranje 
antigenov. Tudi v fizioloških pogojih, sicer v manjšem obsegu, DC potujejo v bezgavke, 
kjer utišajo imunski odziv na predstavljene antigene [31]. Da bi stimulirale odziv 




Zorenje DC stimulirajo vnetni citokini, npr. IL-1β (interlevkin 1 beta) in IFNα 
(interferon alfa), molekule iz družine TNF-receptorjev (receptorji tumorje 
nekrotizirajočega dejavnika), npr. ligand receptorja CD40 (CD40L), ter bakterijske in 
virusne komponente, npr. lipopolisaharid (LPS), ki se vežejo na vzorčno prepoznavne 
receptorje (receptorji PRR, pattern-recognition receptors) [28]. Ti prepoznavajo s patogeni 
povezane molekulske vzorce (PAMPs; pathogen-associated microbial patterns) in s 
poškodbo povezane molekulske vzorce (DAMPs; damage-associated molecular patterns) – 
endogene molekule, ki se sproščajo iz poškodovanih celic. Mednje spadajo tudi Tollu 
podobni receptorji (TLR; Toll-like receptor), npr.: TLR2, ki prepoznava številne PAMP 
gram-pozitivnih bakterij, TLR4, ki prepoznava LPS gram-negativnih bakterij ter TLR7 in 
TLR8, ki prepoznavata enovijačno RNA in majhne sintetične protivirusne molekule (npr. 
R848 – rezikvimod) [32]. Imunski odziv je v veliki meri odvisen od načina aktivacije DC 
oz. od tega, na kateri TLR se veže stimulans [33–35]. 
Z zorenjem DC se njihova sposobnost fagocitoze zmanjšuje – nezrele DC štirikrat 
do petkrat bolj učinkovito fagocitirajo antigene kot zrele DC [36]. Zaradi fenotipskih 
sprememb in spremenjenega izločanja citokinov imajo v primerjavi z nezrelimi DC 
ojačane druge funkcije: izražajo visoko raven ko-stimulacijskih molekul – CD40, CD80, 
CD86 – ter kemokinskega receptorja CCR7, ki je nujen za migracijo DC v bezgavke [28], 
poleg tega pa na membrano translocirajo MHC molekule razreda II, kar se kaže v boljši 
antigen-predstavitveni funkciji.  
Ob aktivaciji se spremeni tudi citokinski profil: poveča se izločanje vnetnih 
citokinov IL-12, TNFα, IL-1, IL-6, IL-7, IL-8, IL-15 in IL-18, kakor tudi protivnetnega 
citokina IL-10 [28]. Imunski odziv je, kot že omenjeno, odvisen od načina aktivacije DC. 
Za učinkovito obrambo telesa pred okužbo je poleg imunske aktivacije namreč potrebna 
tudi ustrezna usmeritev imunskega odgovora. Proti okužbam z znotrajceličnimi patogeni 
najučinkoviteje deluje imunski odziv Th1 celic, okužbam z zunajceličnimi patogeni pa 
najbolje nasprotuje Th2 imunski odgovor. Limfociti Th1 in Th2 so celice pomagalke (angl. 
T-helper cell). Celice Th1 izločajo IFN-γ, IL-2 in TNFα ter s tem spodbujajo celično 
posredovano imunost (podpirajo aktivacijo makrofagov in ekspanzijo citotoksičnih 
limfocitov T). Citokini Th2, predvsem IL-4 in IL-5 spodbujajo humoralni imunski odziv. 
Diferenciacijo limfocitov T in s tem ohranjanje ustreznega ravnotežja celic Th1 in Th2 
usmerjajo APC. To delno dosežejo preko izločanja IL-10 in IL-12. IL-12 oz. njegova 
bioaktivna oblika IL-12p70 usmerja diferenciacijo naivnih  limfocitov T v limfocite Th1 
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[33]. Glavna naloga IL-10 na drugi strani je omejevanje prekomerne aktivacije imunskih 
celic, s čimer preprečuje razvoj kroničnega vnetja in poškodbe tkiva. Deluje preko 
inhibicije zorenja DC (zmanjša izražanje ko-stimulacijskih molekul) in inhibicije 
nastajanja IL-12. S tem omogoča nastanek regulatornih limfocitov T [37] in uravnava oz. 
omejuje Th1/Th2 imunski odgovor [38]. DC torej preko interakcij z različnimi antigeni 
zaznajo specifično informacijo, ki jo prinaša določen antigen in glede na to sprožijo 
izločanje profila citokinov, ki usmeri diferenciacijo limfocitov T v ustrezno smer.  
DC lahko pod vplivom določenih imunozaviralnih faktorjev pridobijo odpornost na 
stimuluse zorenja ali sposobnost aktivne indukcije imunske tolerance. TolDC izražajo 
nižjo raven ko-stimulacijskih molekul in višjo raven inhibitornih molekul – 
imunoglobulinom podobnih molekul 3 (ILT-3) in 4 (ILT-4), humanega levkocitnega 
antigena G (HLA-G), liganda programirane smrti (PD-L1), liganda Fas. [39]. Spremenjen 
je tudi profil izločanja citokinov: izločajo več protivnetnih citokinov – IL-10 in TGF-β, 
predvsem pa je zanje značilno visoko razmerje IL-10:IL-12 [40]. TolDC ohranijo 
sposobnost predstavitve antigenov, vendar nasprotno od zrelih DC ob predstavitvi dajejo 
znatno manj ko-stimulacijskih signalov. Posledice takšne predstavitve antigenov so smrt 
limfocitov T, T-celična anergija in/ali nastajanje regulatornih limfocitov T [41]. 
Regulatorni limfociti T so heterogena skupina CD4+ limfocitov T, ki zavirajo aktiven 
celični imunski odziv. Konstitutivno izražajo CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated 
protein 4, s citotoksičnimi limfociti povezan antigen 4), ki ima visoko afiniteto do CD80 in 
CD86 na APC in z vezavo nanje onemogoča ko-stimulacijo limfocitov T. Tudi nezrele DC, 
tako kot tolDC, na imunski sistem delujejo zaviralno, vendar so slednje poleg utišanja 
imunskega odgovora sposobne tudi aktivno inducirati toleranco.  
DC torej prepoznajo in fagocitirajo apoptotične limfocite, ki jih pacientu ponovno 
vbrizgamo v krvni obtok. V primeru zdravljenja GvHD s postopkom ECP so to limfociti T, 
ki nastanejo iz vsajenega darovalčevega kostnega mozga, kot tudi alogenski limfociti T 
prisotni v presadku ob presaditvi. Ti med apoptozo spremenijo svojo površino – izrazijo 
apoptotične markerje, ki služijo kot specifični ligandi za APC [42,43]. V odsotnosti 
signalov nevarnosti  fagocitoza apoptotičnih celic sproži nastanek imunske tolerance – 
nezrele DC pridobijo tolerogene lastnosti in funkcijo, ki zavira T celične odgovore [44,45]. 
To se zdi povsem razumljivo, saj je namen apoptoze odstranitev nepotrebnih, nevarnih ali 
poškodovanih celic brez povzročitve vnetnega odziva ali poškodbe tkiva [46]. Enako se 
verjetno dogaja tudi v fizioloških razmerah npr. ob propadanju in obnavljanju celic – to 
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imenujemo periferna toleranca [28,31,42]. Učinek apoptotičnih celic lahko preglasijo 
signali nevarnosti iz mikrookolja, ki nasprotno inducirajo nastanek aktiviranih DC z 
imunospodbujevalnim delovanjem [46,47].   
Pri zdravljenju GvHD z ECP, DC torej prepoznajo in fagocitirajo apoptotične 
alogenske limfocite T,  ki jih pacientu ponovno vbrizgamo v krvni obtok. Fagocitoza 
apoptotičnih celic sproži nastanek tolDC, ki nato drugim imunskim celicam posredujejo 
inhibitorne signale [48] – med drugim tudi preko spremenjenega izločanja citokinov. Med 
in vitro aktivacijo monocitov se v prisotnosti apoptotičnih celic poveča izločanje 
protivnetnega in imunoregulatornega citokina IL-10 [37,49,50] ter zmanjša izločanje 
vnetnih citokinov TNFα, IL-1 in IL-12 [46,50]. Spremenjeno raven citokinov pa so opazili 
tudi v krvi pacientov po zdravljenju z ECP: pri pacientih s CTCL se poviša raven vnetnih 
citokinov TNFα in IL-6, pri pacientih z GvHD pa raven protivnetnih citokinov IL-10, IL-
1Ra [51–54]. Po aktivaciji z LPS začnejo nezrele DC v ko-kulturi z ECP-tretiranimi 
limfociti izražati manj ko-stimulacijskih molekul CD40, CD54 in CD86, poveča pa se 
izločanje IL-10 [55]. 
Izločanje protivnetnih citokinov in predstavitev antigenov na tolerogen način vodita 
v nastanek regulatornih limfocitov T. Ti so usmerjeni proti razširjenim klonom limfocitov 
T, ki v času ECP prevladujejo v pacientovem krvnem obtoku. ECP torej ne povzroča 
sistemske imunosupresije, temveč je učinek regulatornih limfocitov T klonsko specifičen. 
Da so regulatorni limfociti T, ki nastanejo po terapiji z ECP antigensko specifični, so 
dokazali pri miškah [20]. Naivnim, na dinitrofluorobenzen (DNFB) neobčutljivim miškam, 
so vbrizgali levkocite mišk, preobčutljivih na DNFB, ki so jih tretirali z 8-MOP/UVA, 
levkocite tretirane le z 8-MOP, levkocite tretirane le z UVA ali ne-tretirane levkocite istih 
mišk. Naivne miške samo v prvem primeru niso razvile kontaktne hipersenzitivnosti na 
DNFB. Inhibicija imunskega sistema je bila antigensko specifična, saj so infundirane 
celice preprečile le razvoj CHS na DNFB, ne pa tudi na oksazolon. Ugotovili so tudi, da je 
učinek povezan z nastankom regulatornih limfocitov T – že sam prenos regulatornih 
limfocitov T v naivno miško je namreč povzročil podobno imunosupresijo. Do enake 
ugotovitve so prišli tudi pri ugotavljanju prispevka regulatornih limfocitov T na 
učinkovitost preprečevanja zavrnitve po presaditvi srca na mišjem modelu [48]. 
Povezavo med povišano koncentracijo regulatornih limfocitov T v krvi pacientov, 
zdravljenih z ECP s klinično učinkovitostjo terapije, so ugotovili tudi v mnogih raziskavah 
na ljudeh, razen v najnovejši prospektivni raziskavi na pacientih s kronično GvHD 
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[37,41,49,56–58]. Število Treg je bilo enako pri pacientih, ki so se na ECP odzvali, in 
tistih, ki se niso odzvali na ECP, poleg tega niso izmerili razlike v deležu Treg v krvi 
pacientov pred in po končani ECP [59].  
Z indukcijo tolDC in nastankom regulatornih limfocitov T torej lahko razložimo 
učinkovitost ECP pri zdravljenju: GvHD, zavrnitve presajenih organov in avtoimunskih 
bolezni, ne pa tudi učinkovitosti pri zdravljenju CTCL. Namen imunoterapije raka je 
namreč vzpodbuditi imunski odziv proti rakavim celicam. Ključno vlogo pri tem imajo 
zrele DC, ki tumorske antigene apoptotičnih limfocitov T predstavijo efektorskim celicam. 
Vemo, da fagocitoza apoptotičnih celic inducira nastanek tolDC. Od kod torej zrele DC, ki 
so potrebne za indukcijo efektorskih imunskih odzivov proti malignim limfocitom T? Med 
postopkom ECP pride poleg apoptoze limfocitov še do ene pomembne spremembe. Del 
monocitov, prisotnih v odvzeti krvi pacientov, se med postopkom v plastični vrečki oz. 
pretočni celici aktivira in nadalje diferencira v zrele DC [60]. Predpostavljajo, da imajo 
glavno vlogo v mehanizmu aktivacije monocitov trombociti [61,62]. Zanimivo je, da se to 
zgodi pod fiziološkimi pogoji oz. da se celoten proces odvije v odsotnosti visokih 
koncentracij citokinov (IL-4) in rastnih faktorjev (granulocitno-makrofagne kolonije 
stimulirajočega dejavnika (GM-CSF)), ki so sicer potrebni pri običajnem laboratorijskem 
postopku pridobivanja DC iz monocitov [62]. 
Izpostavljenost monocitov foto-aktiviranemu 8-MOP med prehodom skozi napravo 
ni enakomerna, temveč ustreza Gaussovi porazdelitvi [62]. Domnevajo, da minimalno 
izpostavljeni monociti polno dozorijo v zrele dolgoživeče DC. Tisti, ki prejmejo višjo dozo 
in so torej podvrženi apoptozi zaradi 8-MOP, pa diferencirajo v tolDC s kratko življenjsko 
dobo. Monociti so namreč bolj odporni na apoptotične učinke 8-MOP/UVA kot limfociti, 
poleg tega je njihova apoptoza v primerjavi z apoptozo limfocitov, ki poteče v 24−72 urah, 
zakasnjena [63]. Domnevo, da v začetku po terapiji prevlada učinek kratko živečih tolDC, 
kasneje pa imajo glavno vlogo dolgo živeče zrele DC, podpira tudi opažanje, da učinek 
ECP pri zdravljenju akutne GvHD in zavrnitve po presaditvi organov običajno nastopi 
bistveno prej kot pri zdravljenju CTCL. Klinični odziv po ECP pri CTCL je viden po 2−3 
mesecih, pri zdravljenju zavrnitve presadka pa že v nekaj dneh [64]. 
Med ECP nastale zrele DC predstavijo procesirane tumorske antigene efektorskim 
celicam – citotoksičnim limfocitom T, celicam T-pomagalkam in naravnim ubijalkam ter 
stimulirajo njihovo nastajanje in proliferacijo. Tako vzpodbudijo specifični imunski odziv 
proti določeni klonalni populaciji limfocitov T [60]. Zanimivo je, da proliferirajo predvsem 
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citotoksični CD8+ limfociti T, čeprav se na fagocitozo eksogenih antigenov običajno 
odzovejo CD4+ limfociti T. To pomeni, da DC lahko predstavijo eksogene antigene ne le z 
MHC molekulami razreda II, kot je to običajno, ampak tudi z MHC molekulami razreda I. 
Sposobnost predstavitve eksogenih peptidov z MHC molekulami razreda I imenujemo 
navzkrižna predstavitev antigenov [36].  
Poleg dejstva, da se število CD8+ limfocitov T poveča pri tistih pacientih, ki po 
terapiji dosežejo remisijo, teorijo o vakcinacijskem tipu mehanizma ECP podpira tudi 
ugotovitev, da je odziv na zdravljenje močno odvisen od začetne koncentracije CD8+ 
limfocitov T. Pacienti z nizkim številom CD8+ limfocitov T (npr. imunokomprimitirani, 
pacienti z obsežno kemoterapijo) imajo ob začetku zdravljenja slabše možnosti za dober 
odziv na ECP [65,66]. 
Poleg že opisanih sprememb v izločanju citokinov iz DC se po ECP spremeni tudi 
profil izločanja citokinov iz limfocitov T. Glede na to, katere citokine izločajo, ločimo 
celice pomagalke Th1 in Th2. Porušeno ravnotežje med celicami Th1 in Th2 lahko vodi v 
razvoj različnih imunsko pogojenih bolezni. Napačno uravnavanje delovanja celic Th1 
proti lastnim in tujim antigenom lahko vodi v okvaro tkiv in kronična vnetja. Napačno 
uravnavanje delovanja celic Th2 pa lahko povzroča alergije in astmo [67]. Razmerje med 
Th1 in Th2 celicami je spremenjeno tudi pri CTCL in nekaterih vnetnih kožnih boleznih 
(npr. psoriazi), ki jih zdravimo s PUVA oz. ECP  [68,69]. Maligni CD4+ limfociti T pri 
večini pacientov s CTCL, izražajo Th2 fenotip [70]. Podobnih premikov v izločanju 
citokinov pri pacientih z GvHD niso našli. Ugotovili so, da se po enem letu zdravljenja 
CTCL neravnovesje Th1 in Th2 citokinov popravi. ECP torej pri zdravljenju CTCL 
inducira premik profila citokinov od Th2 k Th1 [71]. Kljub temu ostaja nerazjasnjeno, ali 
so spremembe v izločanju citokinov neposredna posledica ECP ali posledica zmanjšanja 
števila oz. odstranitve malignih Th2 klonov iz krvnega obtoka pacientov s CTCL. 
Nasprotno so tako po tretiranju MNC zdravih prostovoljcev z 8-MOP/UVA v in vitro 
modelu [69] kot pri pacientih s kronično GvHD 3 mesece po ECP ugotovili premik od Th1 
k Th2 citokinskemu profilu [72].  
 
1.4 Možnosti optimizacije postopka zunajtelesne fototerapije 
Poenostavljeno lahko imunozaviralne učinke ECP razložimo preko delovanja tolDC 
in antigensko specifičnih regulatornih limfocitov T, imunospodbujevalne učinke pa preko 
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delovanja zrelih DC in nastanka antigensko specifičnih citotoksičnih CD8+ limfocitov T. 
TolDC izvirajo iz telesa, del pa jih nastane tudi med ECP. Zrele DC v celoti dostavimo v 
telo s terapevtskim produktom [62]. V terapiji GvHD zavrnitev po alogenskih presaditvah 
trdnih organov in avtoimunskih boleznih želimo doseči izključno utišanje imunskega 
odziva, pri zdravljenju CTCL pa le proti tumorju usmerjeno imunsko aktivacijo. Iz tega 
sledi, da bi bilo z izničenjem ene komponente mogoče postopek ECP optimizirati in ga 
specificirati za zdravljenje posamezne bolezni. Zaenkrat se edina modifikacija postopka 
imenuje transimunizacija. Omogoča večjo učinkovitost ECP pri zdravljenju CTCL in 
ponuja možnost zdravljenja tudi tistih pacientov, ki se prej na običajen postopek ECP niso 
odzvali [68]. Namesto da bi tretirane levkocite takoj ponovno vbrizgali v pacienta, jih 
inkubirajo z novimi, med ECP nastalimi, aktiviranimi DC. Med apoptotičnimi limfociti in 
DC se vzpostavi več interakcij, zato se izboljšata privzem apoptotičnih celic in 
procesiranje tumorskih antigenov.  
Imunospodbujevalno delovanje ECP na drugi strani je mogoče izničiti oz. zmanjšati 
z inhibicijo diferenciacije monocitov v DC in zorenja DC. Zorenje DC pridobljenih iz 
monocitov (MoDC) – torej DC, pridobljenih z gojenjem monocitov v prisotnosti GM-CSF 
in IL-4 – lahko inhibiramo s tretiranjem s farmakološkimi spojinami, citokini in rastnimi 
dejavniki ali z genskim inženiringom. IL-10 in induktorji cAMP (prostaglandin E2, 
histamin, β2 agonisti, nevropeptidi) zavirajo izločanje vnetnega citokina IL-12p70, ki 
neposredno in preko stimulacije nastajanja drugih citokinov pomembno prispeva k 
aktivaciji efektorskih imunskih celic. TGF-β1 [73,74], žilni endotelijski rastni dejavnik 
(VEGF), acetilsalicilna kislina, glukozamin, N-acetil-L-cistein, aktiven metabolit vitamina 
D3 (1,25(OH)2D3) [75,76] in njegovi analogi ter številne klasične imunosupresivne 
učinkovine (glukokortikoidi, ciklosporin A, takrolimus, rapamicin, deoksispergualin, 
mikofenolat mofetil) pa preprečujejo zorenje DC [77]. Nekatere od teh spojin 
(glukokortikoidi, 1,25(OH)2D3) lahko poleg inhibicije zorenja vplivajo tudi na 
diferenciacijo človeških MoDC – proces diferenciacije ustavijo na stopnji monocitov oz. 
prispevajo k razvoju delno diferenciranih DC, ki po aktivaciji izkazujejo tolerogene 
lastnosti [78–80]. Ena izmed najbolj proučevanih skupin spojin s takšnim delovanjem so 
glukokortikoidi, med katere spada tudi deksametazon (Dex). Endogeni glukokortikoidi se v 
telesu izločajo med imunskim odgovorom in preprečujejo pretiran imunski odziv. Delujejo 
na več nivojih. Pomembna komponenta njihovega protivnetnega delovanja je inhibicija 
signalne poti NF-kB [81]. NF-kB je transkripcijski faktor, ki sproži izražanje genov za 
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aktivacijo imunskega odziva. Signalno pot NF-kB lahko sprožijo različni signali, kot so 
citokini, rastni faktorji, stres, bakterije in virusi. Inhibicija je posredovana preko indukcije 
IkBa inhibitornega proteina, ki veže aktiviran NF-kB v neaktiven citoplazemski kompleks 
in prepreči njegovo translokacijo v jedro. To zavre vnetje in imunski odgovor. Inhibitorni 
učinek glukokortikoidov in 1,25(OH)2D3 na diferenciacijo in zorenje APC so že večkrat 
dokazali, vendar v vseh dosedanjih raziskavah le na MoDC – torej DC, ki so jih pridobili z 
gojenjem monocitov v prisotnosti GM-CSF in IL-4 [78,79]. MoDC tretirani z Dex ali 
1,25(OH)2D3 se razvijejo v DC z izrazitimi tolerogenimi lastnostmi: izražajo nizko raven 
ko-stimulacijskih molekul, proizvajajo velike količine IL-10, IL-12 pa ne izločajo 
[29,78,82,83]. Pomembno pa je omeniti, da je inhibitorni učinek glukokortikoidov odvisen 
od stopnje zrelosti DC; Dex vpliva na fenotip DC le, če celice z njim tretiramo pred 
indukcijo zorenja [83]. 
1,25(OH)2D3 inhibira z LPS inducirano aktivacijo NF-kB pri DC (natančneje 
MoDC in mieloidnih DC iz periferne krvi), pri monocitih in makrofagih nastalih iz 
monocitov pa ravno obratno – okrepi aktivacijo NF-kB signalne poti [84]. 1,25(OH)2D3 
torej različno modulira odziv na imunsko stimulacijo z LPS, glede na vrsto celic – 
monociti, makrofagi, DC. 
Prednost glukokortikoidov in 1,25(OH)2D3  je, da s tretiranjem celic pridobimo 
stabilne tolDC, torej tolDC, ki tolerogen fenotip in funkcijo ohranijo tudi in vivo [85–87]. 
Nekatere spojine namreč povzročijo nastanek delno zrelih DC, ki izkazujejo tolerogene 
lastnosti, po aplikaciji v telo pa postanejo imunogene [88]. Pomembna lastnost tolDC v 
terapevtskih pripravkih je odpornost proti faktorjem, ki inducirajo zorenje [77]. Na 
odgovor telesa na ECP namreč vpliva tudi imunsko okolje v pacientu v času terapije [16]. 
V telesu se lahko pod vplivom vnetnih dejavnikov pretvorijo v aktivirane DC in imajo 
ravno nasprotni učinek. Za avtoimunske bolezni so značilna vnetna stanja, prav tako 
pripravljanje na presajanje krvotvornih matičnih celic v telesu sproži vnetno reakcijo, 
vnetno okolje je značilno tudi za GvHD [15]. 
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2 NAČRT ZA DELO  
Magistrsko delo je del projekta Zavoda za transfuzijsko medicino, katerega cilj je 
ustvariti terapevtski izdelek (Tol-ECP produkt) z večjo kapaciteto indukcije imunske 
tolerance in ga z namenom doseganja maksimalnega imunozaviralnega učinka pri 
zdravljenju GvHD prenesti v klinično uporabo. Prvi korak k uresničenju tega cilja je razvoj 
standardiziranega protokola za in vitro tretiranje celic s spojinami, ki inhibirajo 
diferenciacijo in zorenje monocitov. Postavili smo hipotezo, da je s tretiranjem MNC z 
Dex oz. s kombinacijo Dex in 1,25(OH)2D3 možno inhibirati diferenciacijo in zorenje 
monocitov, tako da ti postanejo odporni na zorenje in pridobijo tolerogene lastnosti. 
Namen naloge torej zavzema: 
• tretiranje mononuklearnih celic zdravih prostovoljnih krvodajalcev z 
deksametazonom ter kombinacijo deksametazona in aktivne oblike vitamina D3, 
• tretiranje mononuklearnih celic z močnimi imunogeni in izbiro imunogena za 
uporabo v nadaljnih poskusih, 
• ugotavljanje citotoksičnosti DMSO za mononuklearne celice,  
• ugotavljanje časovne odvisnosti učinka testnih spojin na izražanje ko-stimulacijskih 
molekul na monocitih, 
• ugotavljanje učinka testnih spojin na fenotip monocitov – natančneje na izražanje 
ko-stimulacijskih in inhibitornih molekul na monocitih – z metodo pretočne 
citometrije, 
• ter ugotavljanje učinka testnih spojin na citokinski profil z metodo pretočne 
citometrije. 
Začetni eksperimentalni model bo enostaven. Uporabili bomo in vitro model – 
kulturo MNC, pridobljenih z izolacijo iz sveže krvi zdravih prostovoljcev, ki jih bomo 
gojili na mikrotitrskih ploščicah. Tretirali bomo torej monocite in ne MoDC, kot so to 
počeli v dosedanjih poskusih z Dex in 1,25(OH)2D3. Kot negativno kontrolo bomo 
uporabili kulturo MNC brez dodanega Dex oz. 1,25(OH)2D3.  
Pri izbiri testne spojine je potrebno upoštevati tudi njeno dostopnost v farmacevtski 
obliki, ki ustreza predpisom GMP (angl. Good manufacturing practice) in je čim 
enostavnejša za uporabo – takšna je vodna raztopina natrijevega deksametazonfosfata 
(Dexamethason Krka 4 mg/ml raztopina za injiciranje/infundiranje). Uporabili bomo 
1,25(OH)2D3, raztopljen v dimetilsulfoksidu (DMSO), ter dve obliki Dex: Dex, raztopljen v 
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DMSO, in vodno raztopino natrijevega deksametazonfosfata (Dexamethason Krka 4 
mg/ml raztopina za injiciranje/infundiranje).  Zaradi znanih citotoksičnih učinkov DMSO-
ja bomo z uporabo 7-aminoaktinomicina D (7-AAD) preverili njegov vpliv na živost celic. 
7-AAD je fluorescenčni interkalator, ki veže DNK mrtvih in poznoapoptotičnih celic. 
Testirali bomo različne koncentracije Dex ter kombinacije Dex in 1,25(OH)2D3, 
med katerimi bomo izbrali najučinkovitejšo. Ta se bo uporabljala v nadaljnih poskusih na 
celičnem zdravilu – torej terapevtskem produktu ECP. V dosedanjih raziskavah so 
uporabili različne koncentracije Dex in 1,25(OH)2D3 ter različen čas tretiranja, navajam le 
nekatere: 7-dnevno tretiranje z 10-8 M Dex [78], 6-dnevno tretiranje z 10-7 M Dex [89], 4-
urno oz. prekonočno tretiranje z 10-6 M Dex [83], 7-dnevno tretiranje z 0,5-100 nM 
1,25(OH)2D3 [79], 5-dnevno tretiranje z 0,01-10 nM 1,25(OH)2D3 [76], 8 oz. 3-dnevno ter 
24-urno tretiranje z 0,0001-1 nM 1,25(OH)2D3 [75]. Dex in 1,25(OH)2D3 so uporabili tudi 
v kombinaciji: 24-urno tretiranje z 1 µM Dex in 0.1 nM 1,25(OH)2D3 [90].  Mi bomo na 
začetku uporabili 1,25(OH)2D3 v koncentraciji 40 ng/ml, kar ustreza 96 nM, in Dex v 
koncentraciji 314 µg/ml medija, kar ustreza 8 x 10-4 M.  
Po inkubaciji MNC s testnimi spojinami bomo celice 24 ur gojili z močnimi 
imunogeni. Razlogov za to je več: netretirani vzorci aktiviranih MNC bodo predstavljali 
pozitivno kontrolo; preverili bomo stabilnost tretiranih celic in morebitnim pridobljenim 
tolerogenim lastnostim celic omogočili, da se bodo lahko izrazile v celoti. Prav tako kakor 
imunospodbujevalne lastnosti, se tudi tolerogene lastnosti DC v odsotnosti aktivacije 
namreč ne morejo izraziti v celoti. Aktivacija tolDC z LPS je bistvena za pridobitev 
migracijske in antigen-predstavitvene aktivnosti tolDC, hkrati pa ne vpliva na njihovo 
tolerogeno funkcijo. Stabilnost pridobljenih monocitov je izjemnega pomena, še posebej 
pri pacientih zdravljenih z ECP, pri katerih so pridružena vnetna stanja pogosta. Vnetje pri 
pacientih z GvHD sprožita tako presaditvena operacija kot priprava (kondicioniranje) 
bolnikov na presaditev, ki vključuje aplikacijo citostatika in obsevanje celega telesa.  
Za aktivacijo celic bomo uporabili močne imunogene LPS, mCD40L, R848 ter 
kombinaciji LPS+IFNγ in mCD40L+IFNγ. Aktivirane vzorce bomo primerjali med seboj 
in določili imunogen, s katerim bomo pridobili dovolj zanesljivo pozitivno kontrolo in bo 
uporaben v nadaljnjih poskusih. Izbrali bomo imunogen/maturacijski stimulans, ki bo dal 
največjo razliko v izražanju molekule na aktiviranih in neaktiviranih celicah. 
Preverili bomo tudi časovno odvisnost delovanja izbranih spojin. Izolirane MNC 
bomo z Dex inkubirali 24 in 48 ur. Četudi bi imel še daljši čas tretiranja celic večji 
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inhibitorni učinek na monocite, bi bila z vidika klinične uporabnosti in varnosti takšna 
modifikacija postopka nesmiselna. Postopek zunajtelesne fototerapije namreč običajno 
traja največ štiri ure. 
Učinek spojin na monocite bomo ugotavljali s fenotipsko analizo in določanjem 
funkcijske kapacitete APC. Fenotipska analiza vključuje določanje označevalcev na 
površini celic s pomočjo pretočne citometrije. V našem eksperimentu bodo to ko-
stimulacijske molekule CD40, CD80, CD86, označevalec dozorelosti CD83 ter inhibitorne 
molekule ILT-3, ILT-4 in PDL-1. Funkcijsko kapaciteto APC bomo ugotavljali z 
določanjem citokinskega profila, kar pomeni, da bomo s pomočjo pretočne citometrije 
merili nivo citokinov v supernatantu celic. Izmerili bomo koncentracije naslednjih 




3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Kemikalije 
• S fosfatnim pufrom dopolnjena raztopina natrijevega klorida (DPBS; Dulbescco's 
phosphate buffered saline) (Gibco) 
• Lympholyte-H oz. fikol (Cedarlane, Kanada) 
• Dimetilsulfoksid (DMSO) (Sigma) 
• RPMI-1640 (GIBCO)  
• Fetalni goveji serum (FBS) (GIBCO, ZDA) 
• GlutaMAX 100x (GIBCO)  
• Gentamicin (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
• Lipopolisaharid (LPS) (Sigma-Aldrich, ZDA) 
• IFNγ (Peprotech, London, UK) 
• Multimerni CD40 ligand (mCD40L) (Miltenyi Biotec, Nemčija) 
• R848 (Invivogen, CA, USA) 
• Komplet reagentov kroglic za pretočno citometrijo BD CBA (ang. BD™ oz. 
Becton Dickinson Cytometric Bead Array)  
• reagent za blokado FcR (FcR Blocking Reagent) (Miltenyi) 
• protitelesa za pretočno citometrijo proti CD14 (Miltenyi), ko-stimulacijskim 
molekulam CD40 (Miltenyi), CD80 (BioLegend), CD86 (Miltenyi) in CD83 
(BioLegend) ter inhibitornim molekulam ILT-3 (Biolegend), ILT-4 (Biolegend) in 
PD-L1 (Biolegend) 
• Microbeads (Beckton Dickinson) 
• 7-AAD (Miltenyi) 
3.2 Laboratorijska oprema 
• Komora z laminarnim pretokom zraka Iskra (PIO, Slovenija) 
• Avtomatske pipete: 0,1 - 2,5 μl; 0,5 - 10 μl; 2 – 20 μl; 10 - 100 μl; 100 - 1000 μl 
(Eppendorf, Nemčija) 
• Plastični nastavki za pipete: do 10 ul, 100 ul, 1000 ul (Eppendorf, Nemčija) 
• Mikrotitrske ploščice (Nunc) 
• Pipete boy (Integra science, Švica) 
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• Centrifuga Jouan CR4i (Thermo Electron Industries SAS) 
• Centrifugirke: 15 in 50 ml (Sarstedt, Nemčija) 
• Hladilnik in zamrzovalnik (Electrolux, Nemčija) 
• Inkubator (Heraeus, Nemčija) 
• Namizna centrifuga Mini SPIN PLUS (Eppendorf, Nemčija) 
• Pretočni citometer FACS Calibur (Beckton Dickinson)/Aria (Beckton Dickinson) 
• Avtomatski števec Vi-CellTM XR (Cell Viability Analyzer (Beckman Coulter, 
ZDA)) 
3.3 Izolacija mononuklearnih celic periferne krvi 
MNC periferne krvi smo izolirali iz zgoščenih levkocitov zdravih odraslih 
prostovoljnih krvodajalcev različnih spolov in krvnih skupin, ki smo jih pridobili na 
Zavodu za transfuzijsko medicino. Osebje ZTM darovano kri gradientno centrifugira tako, 
da nastaneta dve plasti – eritrociti sedimentirajo na dno, zgoščena levkocitna plast oz. 
Buffy coat, iz katerega smo izolirali MNC, pa ostane na vrhu. Uporabo Buffy Coatov v 
raziskovalne namene je odobrila Komisija RS za medicinsko etiko (mnenje številka: 0120-
279/2017/3 z dne 20.6.2017 ). Uporabili smo metodo gradientnega centrifugiranja s 
fikolom, ki temelji na ločevanju celic glede na njihovo gostoto. 50 ml zgoščenih levkocitov 
smo na 150 ml razredčili s fosfatnim pufrom dopolnjeno raztopino natrijevega klorida 
(DPBS; Dulbescco's phosphate buffered saline) (Gibco). Pripravili smo štiri 50 ml 
centrifugirke z 1 ml DPBS in 11,5 ml Lympholyte-H (Cedarlane) medija, ki smo ga pred 
tem segreli na sobno temperaturo. Fikol namreč pri sobni temperaturi povzroči agregacijo 
eritrocitov, ki zato hitreje sedimentirajo na dno centrifugirke. S pipeto smo na plast fikola 
in DPBS pod kotom previdno nanesli 25 ml razredčenih zgoščenih levkocitov in 15 minut 
centrifugirali pri 950 x g. Nastavili smo minimalni pospešek in zavoro (1/1); sicer bi prišlo 
do mešanja fikola z ostalimi plastmi in posledično slabe ločitve celic. Te se po pravilnem 
centrifugiranju razvrstijo v štiri plasti: spodnjo plast sestavljajo eritrociti, tik nad njo je 
plast granulocitov, nad njo je plast fikola, nato MNC in trombociti ter na vrhu plazma. S 
kapalko smo zajeli plast MNC in po dve združili v eno 50 ml centrifugirko, jo dopolnili z 
DPBS in nato 10 min centrifugirali pri 660 g s pospeškom in zavoro 5/5. Supernatant smo 
previdno odlili, pelet resuspendirali v DPBS in celično suspenzijo še trikrat do štirikrat 
(odvisno od bistrosti supernatanta) sprali s centrifugiranjem pri 300 g 10 min s pospeškom 
in zavoro 5/5. S spiranjem smo se znebili preostanka plazme, fikola in trombocitov. 
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Izolirane celice smo prešteli na avtomatskem števcu Vi-CellTM XR (Cell Viability 
Analyzer (Beckman Coulter, ZDA)). 
3.4 Priprava celične kulture  
Izolirane MNC smo gojili na mikrotitrski plošči s šestimi vdolbinami (Nunc) v 
koncentraciji 10 x 106 celic/4 mL medija oz. 8 x 106 celic/6 mL medija. Za gojenje smo 
uporabili celični medij cRPMI, ki smo ga pripravili sami: 500 ml celičnega medija RPMI-
1640 (GIBCO) smo dodali 50 ml fetalni goveji serum (FBS) (GIBCO), 5 ml GlutaMAX 
100x (GIBCO) in 500 ul gentamicina (koncentracije 50 µg/ml) (Sigma-Aldrich). Celične 
kulture smo po tretiranju 24 oz. 48 ur gojili v inkubatorju pri pogojih 37 ℃  in 4 % CO2.  
3.5 Tretiranje celične kulture s testnimi spojinami 
V začetnih poskusih smo celice tretirali z raztopino Dex v DMSO v koncentracijah 
79, 157 in 314 µg/mL medija in raztopino 1,25(OH)2D3 v DMSO v koncentraciji 40 ng/mL 
medija. Kasneje smo prešli na uporabo vodne raztopine natrijevega deksametazonfosfata v 
koncentracijah 28, 56, 112, 279 in 558 µg/ml medija. Pripravili smo tudi kontrolne vzorce 
– celične kulture brez dodanega Dex oziroma 1,25(OH)2D3. 
                 
 
Slika 1 Mikrotitrske ploščice, v katerih smo gojili izolirane MNC (avtorica Anja Cajhen) 
V mikrotitrskih ploščicah na levi smo MNC 24 ur gojili z Dex v DMSO (v koncentraciji 4 in 8 
µl/ml, kar ustreza 157 in 314 µg/ml) oz. samim DMSO-jem (4 in 8 µl/ml). V mikrotitrskih ploščicah 
na desni strani slike smo že tretirane MNC 24 ur gojili z LPS (1 µl/ml)+IFNγ (0,5 µl/ml). Vsak 
vzorec ima svojo negativno kontrolo.  
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3.6 Spiranje testnih spojin in dodatek imunogenov  
Celično suspenzijo smo iz gojilnih posodic najprej prenesli v centrifugirke. Pri tem 
smo morali paziti, da smo prenesli tudi tiste celice, ki so se pritrdile na dno. Pri gojenju na 
37 ℃  se monociti in MNC na plastično podlago pritrdijo v približno 2−3 urah. Dalj časa 
kot jih gojimo, močnejša je njihova adherenca. S curkom DPBS-ja iz konice, pipete na 
dno, smo razpršili pritrjene celice, da so se odlepile od plastične podlage. Celično 
suspenzijo smo prenesli v (10 ml) centrifugirke in dvakrat po 7 min centrifugirali pri 400 x 
g z maksimalnim pospeškom in zavoro (5/5). S tem smo odstranili Dex in DMSO. Po 
drugem centrifugiranju smo – da bi odstranili čim več DPBS-ja – supernatant odpipetirali. 
Pelet smo nato resuspendirali v 4 oz. 6 ml celičnega medija cRPMI in suspenzijo razdelili 
v dve vdolbinici mikrotitrske ploščice – v vsako po 2 oz. 3 ml. Ena izmed dveh vdolbinic 
je predstavljala negativno kontrolo, v drugo pa smo dodali močne imunogene oz. njihove 
kombinacije:  
• LPS v končni aktivnosti 1000 U/ml (v koncentraciji 1 µl/ml), 
• LPS v končni aktivnosti 1000 U/ml (v koncentraciji 1 µl/ml) in IFNγ v končni 
aktivnosti 500 U/ml (v koncentraciji 0,5 µl/ml), 
• mCD40L (mCD40L smo morali povezati s protitelesi: protein CD40L smo pol ure 
inkubirali s protitelesi v razmerju 1:1) v koncentraciji 2 µg/ml, 
• mCD40L v koncentraciji 2 µg/ml in IFNγ v končni aktivnosti 500 U/ml (v 
koncentraciji 0,5 µl/ml), 
• R848 (rezikvimod) v koncentraciji 1 µg/ml. 
Tako pripravljene celične kulture smo 24 ur gojili v inkubatorju pri 37 ℃  in 4 % CO2.  
3.7 Zbiranje supernatantov za analizo citokinov 
Z vrha celične kulture smo v 2 ml epico previdno odpipetirali 50 µl supernatanta in 
ga štirikrat redčili z DPBS. Epice z vzorci smo do analize shranili v zamrzovalniku. 
Koncentracijo citokinov v supernatantih celičnih kultur smo določali z uporabo kompleta 
reagentov kroglic za pretočno citometrijo BD CBA (ang. BD™ oz. Becton Dickinson 
Cytometric Bead Array).  Prednost te metode v primerjavi z ostalimi (npr. ELISA in 
Western blot) je, da omogoča določanje več citokinov hkrati. Vzorcu smo dodali komplet 
kroglic in detekcijski reagent – protitelesa, označena s fikoeritrinom (PE), ki se vežejo na 
delce. Komplet kroglic vsebuje delce konjugirane s specifičnimi protitelesi za posamezne 
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citokine, ki imajo vezane različne fluorofore. Svetloba, ki jo oddaja posamezen delec, da 
podatek o vrsti citokina, fluorescenca detekcijskega reagenta pa je sorazmerna 
koncentraciji detektiranega citokina v vzorcu. Iz pretočnega citometra smo torej dobili 
rezultate v obliki povprečne vrednosti intenzitete fluorescence (MFI), ki smo jih s pomočjo 
enačbe za standardno krivuljo posameznega citokina pretvorili v pg/ml.  
3.8 Imunooznačevanje ko-stimulacijskih molekul na površini monocitov 
za analizo s pretočnim citometrom 
Najprej smo s centrifugiranjem odstranili supernatant z raztopljenimi imunogenimi 
spojinami, ki smo jih dodali predhodno (LPS in IFNγ oz. mCD40L, R848). Celično 
suspenzijo smo s pipeto prenesli v centrifugirke (pri tem smo pazili, da smo iz gojilne 
posodice pobrali tudi celice, ki so se pritrdile na dno), nato pa dvakrat centrifugirali pri 400 
x g 7 minut s pospeškom in zavoro 5/5. Po drugem centrifugiranju smo supernatant 
odpipetirali. Pelet smo resuspendirali v 300 µl DPBS (oz. toliko DPBS, da smo dobili 
dovolj celične suspenzije za določanje željenega števila označevalcev) in po 85 ul tako 
pripravljene suspenzije celic odpipetirali v epruveto. Upoštevali smo, da je maksimalna 
koncentracija celic za označevanje s protitelesi 106 celic/100 µL pufra. Pred dodajanjem 
specifičnih protiteles smo 85 µl vzorca dodali 15 µl reagenta za blokado FcR (FcR 
Blocking Reagent) (Miltenyi), ki z vezavo na površinske Fc (Fragment, crystallizable) 
receptorje onemogoči nespecifične interakcije protiteles s celicami (poveča specifičnost 
vezave protiteles). FcR so receptorji na površini celic, ki vežejo Fc regijo imunoglobulinov 
– ta je prisotna na vseh protitelesih. Epruvete smo nato za 15 min postavili v hladilnik. 
Celice smo dvojno označevali, kar pomeni, da smo vsakemu vzorcu dodali 
protitelesa za označevalec CD14 in protitelesa za enega izmed ostalih fenotipskih 
označevalcev: CD40, CD80, CD83, CD86, ILT-3, ILT-4 in PDL-1. Protitelesa za CD14 
(Miltenyi) so konjugirana s fluorescein izotiocianatom (FITC), ostala pa s fikoeritrinom 
(PE): CD40 (Miltenyi),  CD80 (BioLegend), CD86 (Miltenyi), CD83, ILT-3, ILT-4 in PD-
L1.  
Pri hkratni uporabi več fluorokromov pride do prekrivanja njihovih emisijskih 
spektrov – emisija enega fluorokroma sega v območje merjenja emisije drugega. Lažno 
povečanje intenzitete fluorescence odpravimo z metodo kompenzacije. V ta namen smo 
pripravili (vzorca živih in neživih celic ter) tri epruvete z reagentom Microbeads (Beckton 
Dickinson), ki vsebuje trdne plastične delce s premerom manj kot en milimeter. Delce 
29 
 
lahko označimo z mišjimi protitelesi z vezanimi fluorokromi. V prvo epruveto smo kanili 
eno kapljico neoznačenega reagenta Microbeads, v drugi dve pa po eno kapljico 
označenega reagenta Microbeads in mišja protitelesa označena s FITC ali PE. Pripravili 
smo torej dva vzorca, označena z vsakim fluorokromom posebej, in enega neoznačenega. 
Na pretočnem citometru smo za FITC in PE posebej izmerili emisijo na vseh detektorjih, 
ki je bila nato upoštevana pri nadaljnjih meritvah. Lažnega povečanja intenzitete 
fluorescence 7-AAD ne moremo odpraviti s kompenzacijo z uporabo Microbeadsov, ker 
gre v tem primeru za znotrajcelično označevanje (7-AAD se veže na DNA). V ta namen 
smo zato pripravili vzorca živih in neživih celic. V 100 µl celične suspenzije smo dodali 
protitelesa za CD14. Vzorec neživih celic smo dobili s segrevanjem celične suspenzije pri 
57 ℃ 15 minut.  
Pripravili smo tudi vzorec FMO kontrola (angl. Fluorescence Minus One Control, 
omogoča bolj natančen »gating« CD14+ celic), ki se z namenom natančnejšega določanja 
populacij celic na računalniku pretočnega citometra uporablja pri hkratni uporabi več 
fluoroforov. Vsebuje vse uporabljene fluorofore razen tistega, ki ga merimo. Celični 
suspenziji smo torej dodali le protitelesa za CD40 (označena s PE), ne pa tudi protiteles za 
CD14 (označena s FITC) in s tem dobili negativno kontrolo za označevanje CD14+ celic – 
populacijo CD40+ in CD14-celic. 
Po dodatku protiteles smo vzorce 15 minut inkubirali v hladilniku, nato pa jim 
dodali 2 ml DPBS-ja in jih 5 min centrifugirali pri 400 x g s pospeškom in zavoro 5/5, da 
smo sprali nevezana protitelesa. Supernatant smo odlili oz. v primeru Microbeadsov 
odpipetirali  in vsem vzorcem, razen vzorcu z živimi celicami in vzorcem z Microbeadsi, 
dodali 5 µl barvila 7-AAD (Miltenyi), ki se veže na DNA mrtvih celic. Vzorce smo 
analizirali s pretočnim citometrom. Stopnjo izražanja označevalcev smo izrazili z MFI. 
Izračunali smo tudi relativni učinek, ki smo ga izrazili kot količnik MFI tretiranega vzorca 
in MFI pripadajočega kontrolnega vzorca.  
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 Tretiranje mononuklearnih celic s kombinacijo deksametazona in 
vitaminom D3  
4.1.1 Citotoksičnost DMSO za mononuklearne celice 
Dex in 1,25(OH)2D3 nista topna v vodi, zato smo uporabili njuni raztopini v DMSO. 
DMSO je topilo, ki ga zaradi njegovega amfifilnega značaja uporabljamo za raztapljanje 
vodotopnih in nevodotopnih snovi [91,92]. Njegova slabost je citotoksičnost. Ta je odvisna 
od koncentracije DMSO v celičnem mediju, predvsem pa od časa izpostavitve. Po enourni 
inkubaciji MNC z 10 vol. % DMSO se živost celic ne spremeni [93]. Daljši čas inkubacije 
celic z DMSO pa število mrtvih MNC v kulturi poveča že ob uporabi 0,2 vol. % DMSO: 
po 7-dnevni inkubaciji MNC z 0,2 vol. % DMSO se število mrtvih celic podvoji [93]. Mi 
smo MNC z Dex v DMSO inkubirali 24 ur, zato smo se kljub nizkim uporabljenim 
koncentracijam – 0,2, 0,4 in 0,8 vol. % DMSO v celični kulturi – odločili preveriti 
citotoksičnost v izbranih pogojih. Pripravljenim vzorcem smo po označevanju s protitelesi 
dodali 7-AAD. Podatek o živosti celic smo dobili z analizo vzorcev na pretočnem 
citometru: intenziteta fluorescence 7-AAD je sorazmerna številu mrtvih oz. 
poznoapoptotičnih celic.  
 
Slika 2 Citotoksičnost DMSO za mononuklearne celice 
Graf prikazuje delež živih MNC v odvisnosti od volumskega deleža DMSO (0,2, 0,4 in 0,8 vol. %) v 
celičnem mediju. Delež živih MNC je izražen v odstotkih, prav tako koncentracija DMSO. Podatki 
so povprečja rezultatov treh poskusov. MNC smo z Dex v DMSO oz. DMSO gojili 24 ur. *Kultura 
MNC je vsebovala Dex v koncentraciji 78 µg/ml. **Kultura MNC je vsebovala Dex v koncentraciji 
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Citotoksičnost DMSO smo predstavili kot odstotni delež živih celic (7-AAD-
negativne celice) v populaciji MNC (Slika 2). Delež živih MNC po 24-urni inkubaciji z 
Dex v 0,2, 0,4 in 0,8 vol. % DMSO se je glede na kontrolni vzorec (brez DMSO in Dex) 
znižal za približno 4 %. Še nekoliko manjša je bila razlika v deležu živih celic med 
kontrolnim vzorcem in vzorcem celic, gojenih z DMSO brez Dex, kar nakazuje na 
možnost, da ima tudi sam Dex citotoksične lastnosti. V študiji z 0,05 µM Dex se je v 
primerjavi s kontrolno populacijo število živih DC zmanjšalo bolj kot v našem poskusu – 
za 10−50 % [29]. Pro-apoptotične učinke Dex so ugotovili tudi v primeru 24. oz. 48-
urnega gojenja MNC z 1 µM Dex [94]. Mi smo uporabili mnogo višje koncentracije Dex 
(400, 800 µM). Če bi želeli ugotoviti, kakšen vpliv na živost celic ima Dex v našem 
eksperimentalnem modelu, bi morali primerjati živost netretiranih MNC z živostjo MNC 
tretiranih z vodno raztopino Dex.  
 
4.1.2 Fenotipska analiza po tretiranju mononukelarnih celic s kombinacijo 
deksametazona in vitamina D3 
Izračunali smo relativni učinek tretiranja celic s kombinacijo Dex in 1,25(OH)2D3 
na izražanje ko-stimulacijskih molekul na monocitih: MFI za posamezno molekulo v 
vzorcu tretiranih celic smo delili z MFI kontrolnega vzorca oz. netretiranih celic (Slika 3).   
 
Slika 3 Učinek Dex v DMSO in 1,25(OH)2D3 na izražanje ko-stimulacijskih molekul na monocitih  
Graf prikazuje izražanje ko-stimulacijskih molekul CD40, CD80, CD83 in CD86 na tretiranih 
monocitih v odstotkih glede na kontrolno populacijo (MFI tretirane celice/MFI kontrola). 
Kontrolna populacija je kultura izoliranih MNC brez dodanega Dex in 1,25(OH)2D3. MNC smo z 
Dex v DMSO (314 µg/ml) in 1,25(OH)2D3 (40 ng/ml) gojili 24 ur. Polovico celic smo nato 24 ur 






































Ker je bil naš glavni cilj ugotoviti, ali smo s tretiranjem celic inducirali odpornost 
monocitov na stimuluse zorenja, smo se osredotočili predvsem na rezultate aktiviranih 
vzorcev. Jasno je namreč, da odpornost celic na zorenje lahko ugotovimo le, če netretirane 
in tretirane celice aktiviramo in jih nato med seboj primerjamo. Poleg tega pa, kot že 
omenjeno, aktivacija pripomore k polnejšemu izraženju morebitnih tolerogenih lastnosti.  
 
Slika 4 Učinek aktivacije z LPS na izražanje ko-stimulacijskih molekul na netretiranih monocitih  
Graf prikazuje MFI za ko-stimulacijske molekule CD40, CD80, CD83 in CD86 na neaktiviranih in 
z LPS (1 µl/ml) aktiviranih tretiranih monocitih.  
 
Po aktivaciji z LPS se je raven izražanja CD40, CD80 in CD83 na Dex/D3-Mo v 
primerjavi z netretiranimi monociti znižala. Nasprotno se je raven izražanja CD86 po 
aktivaciji zvišala, hkrati pa je na neaktiviranih Dex/D3-Mo prišlo do upada izražanja CD86 
(Slika 3). Velika razlika v izražanju CD86 na aktiviranih in neaktiviranih celicah je 
vzbudila dvom v zanesljivost pozitivne kontrole – z LPS aktiviranih celic. Predpogoj za 
ugotavljanje učinka spojin na monocite je dober eksperimentalni model, ki vključuje tudi 
zanesljivo pozitivno kontrolo. Vzorec, ki predstavlja pozitivno kontrolo, tretiramo s 
snovjo, ki povzroči znane učinke – v našem primeru znan učinek predstavlja povečano 
izražanje ko-stimulacijskih molekul. Razlika v izražanju površinske molekule med 
netretiranimi neaktiviranimi in aktiviranimi celicami mora biti čim večja. Tako lahko z 
večjo gotovostjo trdimo, da je zmanjšano izražanje na tretiranih monocitih res posledica 
delovanja testirane snovi – v našem poskusu Dex in 1,25(OH)2D3. Poleg tega pridobimo 
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površinske molekule po aktivaciji zmanjša, učinka Dex ne moremo vrednotiti. Prav tako 
neustrezna je aktivacija celic z imunogenom, ki povzroči le majhen porast v izražanju v 
primerjavi z negativno kontrolo. Dodatek stimulansa, v našem primeru LPS, bi torej moral 
povečati izražanje vseh ko-stimulacijskih molekul. Da bi se prepričali o neustreznosti LPS-
a, smo primerjali izražanje ko-stimulacijskih molekul na kontrolni populaciji aktiviranih in 
neaktiviranih monocitov (Slika 4). Izražanje molekul CD83 in CD86 se je v primeru 
stimulacije z LPS zmanjšalo, kar pomeni, da LPS ni ustrezen induktor zorenja za naš 
eksperimentalni model. Rezultatov za ko-stimulacijske molekule zato nismo vključili v 
zaključke. 
4.2 Tretiranje mononuklearnih celic z deksametazonom v DMSO 
V nadaljevanju smo monocite aktivirali s kombinacijo LPS in IFNγ v končni 
aktivnosti 1000 U/ml (LPS) in 500 U/ml (IFNγ), za katero je znano, da močno poviša 
raven izražanja CD40, CD80 in CD86 [95]. IFNγ v prisotnosti TLR agonistov ali CD40L 
povzroči zorenje DC [96]. Nasprotno pa DC ob izpostavljenosti visokim koncentracijam 
IFNγ (>500 U/ml) in v odsotnosti signalov nevarnosti pridobijo tolerogen fenotip [95]. V 
kasnejših poskusih smo preizkusili tudi druge stimulanse in njihove kombinacije: 
mCD40L, mCD40L in IFNγ ter R848. 
1,25(OH)2D3 različno modulira odziv na imunsko stimulacijo z LPS glede na to, 
katero vrsto celic tretiramo: inhibira z LPS inducirano aktivacijo MoDC in mieloidnih DC 
iz periferne krvi, na aktivacijo monocitov pa ima ravno obraten učinek [84]. Zato smo se 
odločili, da bomo pri nadaljnjih poskusih celice tretirali samo z Dex.  
Spremenili smo tudi koncentracijo celic v kulturi. Običajna koncentracija, ki se 
uporablja za gojenje MNC, je 1 milijon celic/1 ml medija. Koncentracija MNC v vrečkah 
za ECP pa je lahko tudi višja; 1−2 milijona celic/ml. V začetnih poskusih smo MNC gojili 
v koncentraciji 10 milijonov celic/4 ml medija oz. 2,5 milijonov celic/1ml medija. Pri vseh 
nadaljnjih poskusih smo uporabili koncentracijo 8 milijonov celic/6 ml celičnega medija 
oz. 1,33 milijonov celic/1 ml celičnega medija. Nižja koncentracija celicam zagotavlja 
boljši dostop do hranilnih snovi in dovolj prostora, da se med sabo ne stikajo. Prevelika 
gostota celic namreč lahko vpliva na njihovo morfologijo in s tem na rezultate poskusa.   
Relativni učinek Dex na izražanje ko-stimulacijskih molekul CD80 in CD86 je bil 
večji na aktivirane kot na neaktivirane celice (Slika 5b). Kot že omenjeno, je to posledica 
dejstva, da odpornost monocitov lahko izmerimo le, če jih predhodno aktiviramo. 
34 
 
Nasprotno je imel Dex v primeru izražanja CD40 večji učinek na neaktivirane monocite. 
Morda aktivacija z LPS+IFNγ v večji meri vpliva na izražanje CD40 kot tretiranje z Dex. 
Izmed treh ko-stimulacijskih molekul, ki smo jih določali – CD40, CD80 in CD86 – je 
imela aktivacija celic največji vpliv prav na izražanje CD40 (19-kratno povečanje CD40, 
2.6-kratno povečanje CD86) (Slika 5a). 
4.2.1 Fenotipska analiza po tretiranju mononuklearnih celic z deksametazonom v 
DMSO 
 
Slika 5 Učinek Dex v DMSO na izražanje ko-stimulacijskih molekul na monocitih 
Vrednosti dodanega Dex so v µg/ml. Podatki so trendi rezultatov štirih poskusov. Graf a prikazuje 
MFI za posamezne ko-stimulacijske molekule. Zaradi večje preglednosti so MFI za CD40 na 
aktiviranih monocitih prikazane s slepim intervalom. Graf b prikazuje izražanje ko-stimulacijskih 
molekul na tretiranih monocitih v odstotkih glede na kontrolno populacijo (MFI tretirane 
celice/MFI kontrola) in pri različnih koncentracijah Dex.  
 
Na z LPS+IFNγ aktiviranih Dex-Mo se je zmanjšalo izražanje vseh ko-
stimulacijskih molekul, z največjim relativnim učinkom na CD86. Tretirani monociti so v 
primerjavi z netretiranimi izražali 41 % CD86. Na neaktiviranih Dex-Mo se je izražanje 
CD40 zmanjšalo, izražanje CD86 se ni spremenilo, izražanje CD80 pa se je celo povečalo. 
Slednje bi lahko bila posledica velikih odstopanj med rezultati posameznih poskusov 
(Slika 5b). Slaba ponovljivost pomeni slabo uporabno vrednost. 
Širšo sliko učinka Dex dobimo s primerjavo absolutnih vrednosti intenzitete 
fluorescence. Velika razlika v izražanju CD40 in CD80 med aktiviranimi in neaktiviranimi 
monociti se je po tretiranju z Dex skromno zmanjšala (Slika 5a). To pomeni, da so celice 
tretirane z Dex pridobile le delno odpornost na zorenje. Nasprotno se izražanje CD86 na 
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tretiranih celicah glede na netretirane celice kljub aktivaciji ni spremenilo, kar pomeni, da 
so monociti v smislu izražanja CD86 postali odporni na zorenje.  
Dobljeni rezultati sicer niso pokazali pomembnih razlik v učinku Dex na izražanje 
ko-stimulacijskih molekul glede na njegovo koncentracijo v celični kulturi.  
4.2.2 Časovna odvisnost učinka deksametazona na izražanje ko-stimulacijskih 
molekul 
 
Slika 6 Učinek Dex v DMSO na izražanje ko-stimulacijskih molekul na monocitih glede na čas 
inkubacije z Dex – 24 oz. 48 ur  
Vrednosti dodanega Dex so v µg/ml. Podatki so trendi rezultatov treh poskusov. Graf prikazuje 
izražanje ko-stimulacijskih molekul CD40, CD80 in CD86 na tretiranih monocitih v odstotkih 
glede na kontrolno populacijo (MFI tretirane celice/MFI kontrola) pri različnih koncentracijah 
Dex, ki so podane v µg/ml. Vse vzorce smo aktivirali z LPS (1 µl/ml)+IFNγ (0,5 µl/ml). 
 
Izražanje CD40, CD80 in CD86 se je zmanjšalo na vseh tretiranih monocitih, ne 
glede na čas inkubacije. Po 48-urni inkubaciji smo pričakovali večji upad izražanja ko-
stimulacijskih molekul, kar so za CD40 in CD80 pokazali tudi rezultati fenotipske analize. 
Izražanje CD86 se je, v nasprotju s pričakovanji, bolj zmanjšalo po 24-urni inkubaciji z 
Dex. Podatki so trendi rezultatov le treh poskusov, zato je to lahko posledica naključne 
napake. 
4.2.3 Citokinski profil po tretiranju mononuklearnih celic z deksametazonom v 
DMSO 
Količine posameznih citokinov, ki se sproščajo iz celic, se med seboj razlikujejo 
tudi za več razredov, zato smo koncentracije prikazali v različnih grafih – za vsak citokin 
posebej. Odvisnosti učinka Dex od njegove koncentracije zaradi velike variabilnosti med 
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Nezrele DC izločajo zelo majhne količine citokinov, zato smo večjo pozornost 
namenili rezultatom poskusov na aktiviranih vzorcih. Izločanje citokina IL-1β se ni 
spremenilo oz. se je le rahlo povečalo (7b), zmanjšalo pa se je izločanje vseh ostalih 
citokinov (7a, c, d, e in f) – tudi IL-10, ki je sicer protivnetni citokin (7d), ki ga v velikih 
količinah izločajo tolDC. Glukokortikoidi inhibirajo izločanje in delovanje večine 
citokinov, tudi IL-10 [97], zato smo, kljub temu da je za tolDC značilno povečano 
izločanje IL-10 [98], zmanjšanje IL-10 po tretiranju MNC z Dex pričakovali. Dex je imel 
največji učinek na sproščanje IL-12p70, saj so LPS+IFNγ-Dex-Mo izločali skoraj enako 
količino IL-12p70 kot neaktivirani kontrolni monociti (7f). Posledično se je glede na 
netretirane monocite povišalo tudi razmerje IL-10:IL-12, kar je značilno za tolerogene 
celice. 
4.3 Tretiranje mononuklearnih celic z vodno raztopino deksametazona  
Dex v DMSO smo zamenjali za vodno raztopino natrijevega deksametazonfosfata 
(Dexamethason Krka 4 mg/ml raztopina za injiciranje/infundiranje), ki je za pacienta 
varnejša. Čeprav celične kulture po tretiranju speremo, v njih verjetno ostane nekaj 
DMSO-ja, ki ga ne želimo vnesti v telo. Vodna raztopina torej predstavlja enako 
učinkovito, vendar varnejšo alternativo raztopini Dex v DMSO-ju.   
4.3.1 Fenotipska analiza po tretiranju mononuklearnih celic z vodno raztopino 
deksametazona 
Poleg CD40, CD80 in CD86 smo določali tudi izražanje označevalca dozorelosti 
CD83 ter inhibitornih molekul ILT-3, ILT-4 in PD-L1. Izračunali smo razmerje med PD-
L1 in CD86 za posamezni vzorec aktiviranih monocitov – za tolDC je namreč značilno 
visoko razmerje PD-L1:CD86 [99].  
Rezultati vzorcev, tretiranih z vodno raztopino Dex, se ujemajo z rezultati vzorcev, 
tretiranih z Dex v DMSO. Trend zmanjšanega izražanja ko-stimulacijskih molekul je 
opazen pri vseh aktiviranih vzorcih. Poleg tega so vrednosti MFI posameznih ko-
stimulacijskih molekul primerljive s tistimi iz prejšnjih poskusov. Koncentracijske 
odvisnosti učinka Dex nismo ugotovili. 
Relativni učinek Dex na izražanje ko-stimulacijskih molekul – razen CD40 – je bil 
tudi v tem poskusu večji v primeru aktivacije celic z LPS+IFNγ (Slika 8b). Poleg tega je 
imel Dex zopet največji učinek na izražanje CD86 na LPS+IFNγ-Dex-Mo. Tretirani 
monociti so v primerjavi z netretiranimi izražali le 48 % CD86.  
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Izražanje CD80 na neaktiviranih monocitih se je po tretiranju rahlo povečalo oz. je 
ostalo nespremenjeno. Zopet smo opazili slabšo ponovljivost rezultatov za izražanje CD80 
(pri uporabljenih koncentracijah Dex 56 in 112 µg/ml) na neaktiviranih monocitih. 
Variabilnost med posameznimi poskusi na neaktiviranih monocitih je visoka tudi za 
molekuli CD83 in ILT-3 (Slika 9). V enem vzorcu se je raven izražanja ILT-3 zvišala, v 
drugem vzorcu pa se je znižala (rezultati niso prikazani). Tako velika odstopanja bi lahko 
bila posledica razlik v sestavi krvi med različnimi krvodajalci – na izražanje površinskih 
molekul bi lahko vplivala prisotnost imunogenov v krvi. Pri analizi aktiviranih vzorcev je 
bila ponovljivost mnogo boljša – če zgornja ugibanja držijo, bi v aktiviranih vzorcih učinek 
LPS+IFNγ prekril učinke morebitnih imunogenov v krvi pacientov. Podatkov za CD80, 
CD83 in ILT-3 v neaktiviranih vzorcih zaradi slabe uporabne vrednosti nismo upoštevali v 
zaključkih.  
 
Slika 8 Učinek Dex na izražanje ko-stimulacijskih molekul na monocitih  
Vrednosti dodanega Dex so v µg/ml. Podatki so trendi rezultatov dveh poskusov. Graf a prikazuje 
MFI za posamezne ko-stimulacijske molekule. Graf b prikazuje izražanje ko-stimulacijskih molekul 
na tretiranih monocitih v odstotkih glede na kontrolno populacijo (MFI tretirane celice/MFI 
kontrola) in pri različnih koncentracijah Dex. MNC smo z Dex gojili 24 ur. Polovico celic smo nato 
24 ur inkubirali z LPS (1 µl/ml)+IFNγ (0,5 µl/ml). 
 
LPS in IFNγ zvišata raven izražanja inhibitornih molekul ILT-3, ILT-4 in PD-L1 na 
DC [100–103]. Tudi v našem poskusu se je po aktivaciji z LPS+IFNγ raven izražanja ILT-
3, ILT-4 in PD-L1 na monocitih zvišala. Aktivacija celic je torej pomembna tudi za 
izraženje tolerogenih, ne le imunogenih lastnosti.   
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Izražanje ILT-3 na LPS+IFNγ-Dex-Mo se je rahlo povišalo, kar pomeni, da so 
monociti v smislu izražanja ILT-3 pridobili tolerogene lastnosti. Nasprotno s pričakovanji 
se je raven izražanja ILT-4 in PD-L1 na LPS+IFNγ-Dex-Mo znižala. Tega si ne smemo 
napačno razlagati kot posledico pridobljene odpornosti na zorenje, saj je do upada ILT-4 in 
PD-L1 prišlo tudi na neaktiviranih Dex-Mo. Kljub upadu izražanja PD-L1 se je razmerje 
PD-L1:CD86 na LPS+IFNγ-Dex-Mo – zaradi zmanjšanega izražanja CD86 – povišalo. 
 
Slika 9 Učinek Dex na izražanje inhibitornih molekul na monocitih  
Vrednosti dodanega Dex so v µg/ml. Podatki so trendi rezultatov dveh poskusov. Graf a prikazuje 
MFI za posamezne inhibitorne molekule. Graf b prikazuje izražanje inhibitornih molekul na 
tretiranih monocitih v odstotkih glede na kontrolno populacijo (MFI tretirane celice/MFI kontrola) 
in pri različnih koncentracijah Dex. MNC smo z Dex gojili 24 ur. Polovico celic smo nato 24 ur 
inkubirali z LPS (1 µl/ml)+IFNγ (0,5 µl/ml). 
 
Preglednica II Razmerje PD-L1:CD86 
Preglednica prikazuje MFI ko-stimulacijske molekule CD86, MFI inhibitorne molekule PD-L1 in 
njuno razmerje – PD-L1:CD86 na monocitih tretiranih z 0, 28, 56, 113 in 279 µg/ml Dex. Vzorce 
smo aktivirali z LPS (1 µl/ml)+IFNγ (0,5 µl/ml).  
 
cDex (µg/ml) MFI PD-L1 MFI CD86 PD-L1:CD86 
0 12951 5832 2,2 
28 11578 2347 4,9 
56 10394 2345 4,4 
113 10114 2092 4,8 
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PD-L1 le rahlo povečalo. Tudi z uporabo mCD40L v kombinaciji z IFNγ nismo dobili 
ustrezne pozitivne kontrole za določanje vseh izbranih površinskih molekul: prišlo je do 
upada CD80, raven izražanja CD40 in ILT-4 pa se je le skromno povišala. mCD40 ter 
kombinacija mCD40L in IFNγ se torej nista izkazala kot primerna stimulansa za 
ugotavljanje učinka Dex na izražanje površinskih označevalcev, saj sta znižala raven 
njihovega izražanja oz. nista povzročila dovolj izrazitega porasta.  
Vrednotili smo torej rezultate neaktiviranih vzorcev, vzorcev aktiviranih z 
LPS+IFNγ ter mCD40L+IFNγ za ILT-3 in PD-L1. Trend zmanjšanega izražanja ko-
stimulacijskih molekul je bil opazen pri vseh neaktiviranih vzorcih in se je po aktivaciji z 
LPS+IFNγ – razen za CD40 – še ojačal.  Dex je imel zopet največji učinek na izražanje 
CD86. Po aktivaciji z LPS+IFNγ so Dex-Mo izražali nižjo raven CD86 kot neaktivirani 
monociti. To pomeni, da so tretirani monociti v smislu izražanja CD86 postali popolnoma 
odporni na zorenje. 
Preglednica III Razmerje PD-L1:CD86  
Preglednica prikazuje MFI ko-stimulacijske molekule CD86, MFI inhibitorne molekule PD-L1 in 
njuno razmerje – PD-L1:CD86 na monocitih tretiranih z 0, 28, 56, 113 in 279 µg/ml Dex. Vzorce 
smo aktivirali z LPS (1 µl/ml)+IFNγ (0,5 µl/ml). 
cDex (µg/ml) MFI PD-L1 MFI CD86 PD-L1:CD86 
0 47248 57337 0,8 
279 17570 3988 4,4 
558 18876 4400 4,3 
 
Preglednica IV Primerjava relativnih učinkov Dex med poskusi  
Preglednica prikazuje rezultate poskusov izražene v obliki relativnega učinka Dex na izražanje 
površinskih molekul (CD40, CD80, CD86, ILT-3, ILT-4, PD-L1) na Dex-Mo po aktivaciji z LPS (1 
µl/ml)+IFNγ (0,5 µl/ml). Prikazani so rezultati pridobljeni na vzorcih z najvišjimi primerljivimi 
uporabljenimi koncentracijami Dex.  
Površinska molekula 
Relativni učinek Dex (%) 
Tretiranje z Dex v 
DMSO; 314 µg/ml 
Tretiranje z vodno 
raztopino Dex; 279 µg/ml 
Primerjava učinkov Dex 
glede na način aktivacije 
celic; 279 µg/ml 
CD40 78 68 85 
CD80 89 71 77 
CD86 41 48 7 
ILT-3 - 139 59 
ILT-4 - 72 104 
PD-L1 - 78 37 
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Izražanje ILT-3 in PD-L1 se je zmanjšalo tako na neaktiviranih kot na monocitih 
aktiviranih z LPS+IFNγ. Izražanje ILT-4 na neaktiviranih Dex-Mo se je povišalo, na 
LPS+IFNγ-Dex-Mo pa se ni spremenilo. Upad izražanja ILT-3 tako na LPS+IFNγ-Dex-
Mo kot na neaktiviranih Dex-Mo je v nasprotju z rezultati, ki smo jih za ILT-3 dobili pri 
prejšnjih poskusih, kjer se je izražanje ILT-3 na tretiranih monocitih povišalo. Hkrati se 
ujema z rezultati objavljenih študij na DC – Dex ni spremenil izražanja ILT-3 na 
neaktiviranih DC, po aktivaciji z LPS in IFNγ pa se je izražanje ILT-3 na DC znižalo 
[104]. Kljub upadu izražanja PD-L1 na LPS+IFNγ-Dex-Mo se je razmerje PD-L1:CD86 na 
Dex-Mo v primerjavi z netretiranimi monociti – na račun zmanjšanega izražanja CD86 –  
povišalo (Preglednica III). Neujemanje v meritvah s prejšnjimi poskusi smo opazili pri 
vseh treh inhibitornih molekulah (Preglednica IV). Tudi rezultati za ILT-4 in PD-L1 na 
monocitih aktiviranih z LPS in IFNγ se ne ujemajo s tistimi, ki smo jih dobili v prejšnjih 
poskusih (Preglednica IV).  
Po aktivaciji z mCD40L+IFNγ so celice tretirane z 558 Dex µg/ml izražale rahlo 
višjo raven ILT-3 in nižjo raven PD-L1 kot netretirane celice. 
 
4.3.3 Primerjava učinka vodne raztopine deksametazona na citokinski profil glede 
na način aktivacije 
Del vzorcev smo namesto z LPS+IFNγ aktivirali z R848. Ta je močneje stimuliral 
izločanje vseh citokinov, razen IL-12p70, kot kombinacija LPS in IFNγ. Zanimiva je tudi 
razlika v razmerju IL-10:IL-12p70 kontrolnih vzorcev: po aktivaciji z LPS+IFNγ se je 
razmerje IL-10:IL-12p70 v supernatantih vzorcev Dex-Mo povišalo, po aktivaciji z R848 
pa zmanjšalo (Preglednica V). Kakor že omenjeno, profil izločanja citokinov ni odvisen le 
od prisotnosti oz. odsotnosti aktivacije, temveč tudi od vrste uporabljenega stimulansa [33–
35]. To lahko pojasnimo preko interakcij stimulusov z različnimi TLR na APC. Ugotovili 
so, da LPS, peptidoglikan (PGN) in zimosan sprožijo izločanje različnih koncentracij IL-
10 in IL-12 iz DC ter limfocitov T [35]. Različne citokinske profile in posledično različno 
ravnotežje limfocitov Th1/Th2 inducirata tudi Escherichia coli LPS in Porphyromonas 
gingivalis LPS, ki se vežeta na različne TLR [34] ter stimulansa CD40L in LPS [33]. V 
našem poskusu je šlo za aktivacijo TLR4 z LPS ter aktivacijo TLR7 in TLR8 z R848.  
Razmerje IL-10:IL-12p70 na LPS+IFNγ-Dex-Mo se je z zviševanjem koncentracije 
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V magistrski nalogi smo preverili hipotezo, da je s tretiranjem mononuklearnih celic 
z deksametazonom oz. s kombinacijo deksametazona in vitamina D3 možno inhibirati 
diferenciacijo in zorenje monocitov, tako da ti postanejo odporni na zorenje in pridobijo 
tolerogene lastnosti. Ker vitamin D3 različno modulira odziv na imunsko stimulacijo z 
LPS glede na to vrsto tretiranih celic – aktivacijo monocitov spodbuja, aktivacijo DC pa 
inhibira – smo ga uporabili le v začetnih poskusih. Rezultati poskusov so pokazali da,: 
• je kombinacija LPS+IFNγ edini primeren stimulans za uporabo v našem 
eksperimentalnem modelu,  
• se delež živih MNC po 24-urni inkubaciji z 0,2, 0,4 in 0,8 vol. % raztopino DMSO 
glede na kontrolno populacijo celic zniža za približno 4 %, 
• daljši čas tretiranja monocitov učinka Dex ne izboljša bistveno, 
• Dex delno inhibira povečano izražanje ko-stimulacijskih molekul inducirano z 
aktivacijo z LPS+IFNγ,  
• Dex zmanjša z LPS+IFNγ ali R848 inducirano izločanje citokinov: IL-8, IL-1β, IL-
6, TNFα, IL-12p70 in IL-10. 
Ugotovili smo, da LPS, mCD40L ter kombinacija mCD40L in IFNγ niso primerni 
stimulansi za uporabo v našem eksperimentalnem modelu. Z njihovo uporabo namreč 
nismo dobili ustrezne pozitivne kontrole za določanje vseh izbranih površinskih molekul, 
saj so raven izražanja nekaterih površinskih molekul znižali oz. niso povzročili dovolj 
izrazitega porasta. LPS je na netretiranih monocitih zmanjšal raven izražanja CD86, zato 
rezultatov poskusa s kombinacijo Dex in 1,25(OH)2D3 nismo vrednotili. mCD40L je 
zmanjšal izražanje CD40, CD80 in ILT-4, hkrati pa se je izražanje ILT-3 in PD-L1 le rahlo 
povečalo. Ob aktivaciji z mCD40L v kombinaciji z IFNγ je prišlo do upada CD80, raven 
izražanja CD40 in ILT-4 pa se je le skromno povišala. Kot edini ustrezen način aktivacije 
monocitov pri določanju površinskih molekul se je torej izkazala uporaba kombinacije LPS 
in IFNγ. R848 smo uporabili le pri določanju citokinov v supernatantih. Močneje kot 
LPS+IFNγ je stimuliral izločanje vseh citokinov razen IL-12, zato z njegovo uporabo 
spremljanje učinka Dex na izločanje IL-12 ni mogoče. Tudi pri določanju citokinskega 
profila je torej najprimernejši stimulans LPS+IFNγ. 
V začetnih poskusih smo uporabljali raztopino Dex in 1,25(OH)2D3 v DMSO. 
Delež živih MNC se je po 24-urni inkubaciji z 0.2, 0.4 in 0.8 vol. % raztopino DMSO 
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glede na kontrolno populacijo celic znižal za približno 4 %. Primernejša je uporaba vodne 
raztopine Dex, ki ima na fenotip in citokinski profil enake učinke kot Dex v DMSO, saj 
ima prednost varnost za pacienta. Rezultati poskusov z raztopino Dex v DMSO so se sicer 
ujemali z rezultati poskusov z vodno raztopino Dex.  
Po 48-urnem gojenju MNC z Dex se je izražanje CD40 in CD80 zmanjšalo bolj 
kakor po 24-urni inkubaciji. Nasprotno je po 48-urni inkubaciji prišlo do porasta v 
izražanju CD86. Ob primerjavi učinka Dex po 24 in 48-urnem gojenju, smo prišli do 
zaključka, da daljši čas tretiranja monocitov učinka Dex ne izboljša bistveno. Pravzaprav 
bi 48-urno gojenje MNC z Dex zaradi podaljšanega časa terapije v klinični praksi 
predstavljalo omejitev. 
Z analizo izražanja ko-stimulacijskih molekul smo potrdili hipotezo, da monociti po 
tretiranju z Dex postanejo odporni na zorenje. Pokazali smo, da 24-urno gojenje MNC z 
Dex v koncentracijah od 28 do 558 µg/ml medija zmanjša oz. do določene mere omeji 
povečanje izražanja CD40, CD80, CD86 in CD83, ki ga povzroči aktivacija z LPS+IFNγ. 
Višje koncentracije Dex so bile večinoma malo bolj učinkovite, vendar je bilo v nekaterih 
primerih tudi obratno, zato ne moremo trditi, da smo ugotovili odvisnost učinka Dex od 
njegove koncentracije.  V vseh poskusih je imel Dex največji učinek na CD86: LPS+IFNγ-
Dex-Mo so izražali približno enako oz. nižjo raven CD86 kot neaktivirani monociti v 
kontrolni populaciji. Raven izražanja CD40, CD80 in CD83 se je sicer znižala, vendar je 
ostala nekajkrat višja kot raven izražanja teh molekul na neaktiviranih monocitih. Dex je 
torej le delno inhibiral povečano izražanje ko-stimulacijskih molekul inducirano z 
aktivacijo z LPS+IFNγ. 
Inhibitorne molekule smo določali le v dveh poskusih (»Tretiranje z vodno 
raztopino deksametazona« in »Primerjava učinkov deksametazona glede na način 
aktivacije celic«), pri katerih smo dobili različne rezultate. V dveh ponovitvah poskusa 
»Tretiranje z vodno raztopino deksametazona« smo za ILT-3 dobili nasprotujoče si 
rezultate: v enem neaktiviranem vzorcu se je raven izražanja ILT-3 zvišala, v drugem 
vzorcu pa se je znižala. Po aktivaciji z LPS+IFNγ se je izražanje ILT-3 na Dex-Mo 
povečalo, izražanje ILT-4 in PD-L1 pa zmanjšalo. V drugem poskusu (»Primerjava 
učinkov deksametazona glede na način aktivacije celic«) se izražanje ILT-4 po aktivaciji z 
LPS+IFNγ ni spremenilo, izražanje ILT-3 in PD-L1 pa se je zmanjšalo. Zaradi slabe 
ponovljivosti glede izražanja inhibitornih molekul nismo naredili zaključkov. Kljub upadu 
izražanja PD-L1 na Dex-Mo se je po aktivaciji z LPS+IFNγ razmerje PD-L1:CD86 na 
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Dex-Mo v primerjavi z netretiranimi monociti povišalo, kar kaže na pridobitev tolerogenih 
lastnosti.  
Z Dex tretirani monociti so v primerjavi z netretiranimi po aktivaciji z LPS+IFN-γ 
izločali manjše količine vseh določanih citokinov: IL-8, IL-1β, IL-6, TNFα, IL-12p70 in 
IL-10. Ker se večina citokinov v odsotnosti faktorjev stimulacije praktično ne izloča, to 
pomeni, da so celice po tretiranju z Dex postale delno odporne na aktivacijo z LPS+IFNγ 
ter R848. 
Profil izločanja citokinov je odvisen od vrste uporabljenega stimulansa, kar so 
pokazali tudi rezultati analize citokinskega profila. LPS+IFNγ in R848 sta namreč 
inducirala različen profil izločanja IL-10 in IL-12p70 iz monocitov. Z LPS+IFNγ 
aktivirane celice so sproščale več IL-12p70, z R848 aktivirane celice pa več IL-10. 
Posledično se je po aktivaciji z LPS+IFNγ razmerje citokinov IL-10:IL-12p70 v vzorcu 
Dex-Mo v primerjavi z netretiranim vzorcem povišalo. Nasprotno se je po aktivaciji z 
R848 razmerje citokinov IL-10:IL-12p70 v vzorcu Dex-Mo v primerjavi z netretiranim 
vzorcem znižalo. 
Rezultati fenotipske analize ko-stimulacijskih molekul in citokinskega profila so 
torej pokazali, da Dex-Mo pridobijo delno odpornost na aktivacijo z LPS in IFNγ, vendar 
bi za zanesljivejše vrednotenje učinka morali opraviti še druge teste. Tolerogenost oz. 
imunogenost antigen predstavitveih celic namreč poleg izražanja ko-stimulacijskih in 
inhibitornih molekul ter citokinskega profila definirata tudi izražanje molekul, ki so 
vključene v privzem antigenov in celično adhezijo ter sposobnost indukcije proliferacije 
limfocitov, ki jo lahko določimo s testom mešane limfocitne reakcije (MLR – mixed 
lymphocyte reaction). Ugotovili so, da LPS-tolDC (pridobljene s tretiranjem z Dex 
in 1,25(OH)2D3) kljub povečanemu izražanju ko-stimulacijskih molekul ohranijo svojo 
regulatorno funkcijo, poleg tega pa imajo v primerjavi s tolDC tudi nekatere prednosti: 
boljšo migracijsko sposobnost in sposobnost predstavitve antigenov (Anderson et al., 
2009). Ti lastnosti sta ključnega pomena za uporabo tolDC pri zdravljenju avtoimunskih 
bolezni in zavrnitev presadkov. Namen našega eksperimentalnega dela je bil predvsem 
inhibirati aktivacijo monocitov v celičnem produktu ECP in s tem zmanjšati njegovo 
vnetno celično komponento. Kljub temu so ugotovitve študije pomembne za razumevanje 
dobljenih rezultatov in njihovo interpretacijo. Monociti so v smislu izražanja ko-
stimulacijskih molekul postali le delno odporni na zorenje, kar, sklicujoč se na ugotovitve 
študije, ne pomeni nujno, da so pridobili imunogene lastnosti. Povišano izražanje ko-
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stimulacijskih molekul na LPS-tolDC namreč ne pomeni, da bodo le-te izzvale efektorske 
imunske odgovore, temveč nasprotno – LPS-tolDC so postale še učinkovitejše pri indukciji 
tolerance.  
Za uvedbo modifikacije postopka ECP bi bilo treba torej opraviti obširnejšo analizo 
učinka Dex. Vredno bi bilo poskusiti tudi kombinacije Dex z drugimi spojinami – npr. z 
rapamicinom, takrolimusom, aspirinom, spergualinom A. Vprašanje, ali bo učinek pre-
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